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A .nedical yss of niatrlx raetaHoprotelnase inhibitors for inhibiting tissue 

The pmsBnz invention relates to matrix metallo^ 
proteinases (Ml-fP) inhibitors, especially collagenase 
inliib iters, and to:* their use in the nanufacture of 

There eire xnany different typies of collcigen found; in 
the body and thay,; together with other extracellular m 
matrix conpo:a3i'rts,..fQr example, . elastin, gelatin , protep-. 
g}.yc?>n aiKi :2ibr jjnectin, make up a la^rge proportion of : the 
10 ; body^fi extracellular tissue. Matrix luetalloprotein^Jses ■ 
(CTLrS*) er-^i enicyi.ies :that are involved in the degradation: : 
and denaturation of ■ extracellular matrix components . 
Ccllagenases, for exaihpls, are matrix metalloproteinases 
that. dagrcu:le or denature collagen- 
15 A large number: of different coliagenases are known ' 

tc. exisft, rhe^a include interstitial collagenaB',es , : type 
: iV-.^^pecif vc collagenases and collagenolytic proteinases.: 
Co3 lagcr'aBei-; are generally specific for collagsns which, 
in tho.ir full triple helix structure, are; extremely 
:20':' resistant tc otiaer ■ enzymes'. . . 

Other Mi^IPs are involved, in the degradation .and 
; denaturang of other extracellular niatrix componentSy 
example , elair^tin,; gelatin and proteoglycan. Some KMPs ; 
are able to degrade- or denature several different types 
oi i:;o;;^lci;;jan iind also: other extiracellular itiatrlx 
..cotvcon3r^-'::s. For axar^plev stromelysin degrad/ri^^ typs .IV: 
. .c.oj lug^^rv^ .\vhich is found in basement meriibran^^ and also 
has an effect on other extracellular matrix components; 
such as elaatin^ fibrpnectin and cartilage 
: 3 0' : : protecgl yoans . : • - . 

There is a classification systeiA for mWs, xsee . . ; 
Nagase e'o al 1912 -- For exai^ple,- MMFl is a coliagenase • 
that ^?D::aetr;nas.. called "coliagenase", E'IMP2 is a 72kD; 
gelatinaH-e, KJ*SP3 is: strciuelysin and tMF9 is a 92.kD 
35 .; gelatinase. The official designations are UF^ed herein 
Collag^^nasas have been implicated in a nuinber of; 
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diseases, far example, rheuiuatoid arthritis [Mulllns,. 
D.E. et 1983],- periodontal disease and epidermolysis; 
bullosa, and it has been proposed to vise MMP inhibitors . 
in the treatiiitsnt of s\ich conditions. 

m> Patent Specifications No. 5,lG.^f:vO0, No<. .5,13S,- 
178 and No. 5; 114 ^953 describe the synthesis of H-[2(R)- 
2- (feydroy.a'midGcarbony liQethyl ) ™4-Bethylpentaricyl ] -I- : 
tryptophcin 5?.ethylaiiVide , also knov/n as CM6003. , G^^lardin ; 
or Gala,rdln"MPI (trade names) , and other miP inhibitors:, 
and their use in the prevention and treatment of corneal 
:ulceratio-n / Treatment of corneal Ulcars vitb p£i.p':.ide 
hydroxar^ic acid inhibitojrs has been found to r:.ssist in 
the hehiling ov those ulcers. Further: details* or such uses 
are giver/i in Schults et al 1992:.-:: 

Aljno described in the abqye-mehtionGd US patent 
specifications is the use: of. collagenase inhibitor.s in 
situations where bacterial .enzymes may be detrir-ental to 
tissuis , for example , in bacterial ulceration . 

Other Gollagenase inhibitors based on hydrar:amic : : : 
acid are di:Hclo5^ed in WO 9 0/05716, :¥0 90/05^19 and WO. . 
92/13831. Such collBgenase inhibitor^:J ara disclosed - as 
being used in the Tnanagem.ent of ::diseci5Je involvinq tissue 
degradation, particularly disease:; involving collagen, 
breakdown, and/or the prciuotion of wcu/id healing. 
■ I: Other synthetic IdMP inhibitors and in particular 
coilagenase inhibitors that have; been developed inGlude 
those -described in EP-A-12 6, 974 and Ii:P-A-i59 , 396 and in 
US Fatfcnt Specifications Nos. 4,599/361 ^.nd 4,74:;,587« : 
• One. inhibitor undergoing clinicai trials is BB-94:: 
also knov/n as Batimastat (British ; Bio-technology Ltd.). 
Potential uses of EB-94 for the::control of cancer 
taetatasis are described in EP'^A-276436 . It has been 
proposed to use an oral formulation of BB-94 in the . . 
treatraent of bone .cancer. 

The present invention is concerned v/ith the 
contraction of tissues, for example,, scars.. Contraction 
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Of tissuEs canu.:'ising extracellular nmtrix components; 
espacialliJ' cf ct llagen-conprising tissues, may occur in 
connect! ';n \<fit\ many different patholcgical canditioris 
and with surgicr.l or cbSiiietic procedures- Contracture, 
for ex5:npief cf scars, laay cause physical problercis, which 
niay lead t.c uh*^. need for medical treatment; or it may 
cause problems of a purely cosmetic nature. 

It be.:,;- proposed that contraction is cell- 

in3diatt=:r3 una a rramber of studies have suggested possible 
mecaanisi'^L^ for r/,ell mediated collagen contraction 
[GabbianI et al. 1972, Ehrlich Jir Rsjaratna^in 1990]. 
Investigations have been ir^ade into the role, if any, 
played by in the process of contracture* However,; 

accjording to cr>e proposition, M-IPs are not: produced ' 
during zo.\tx'c\ Ctrl on [Schor et al. 1980]* According, to 
anu-cher propi siv.ipn, MMPs are produced during lattice 
con-:::ract:,.x >n hut are not ijriplica-ced in the. :contraci::iie 
process et al, 1989, Mauch et al\ 1989, Lambert 

.1992]* .instfr:ad- it has been proposed that contraction: as; 
depurndent upon t'le extracellular lattice cell number,' ' ::• 

, upon the: :3 biiinq an intact actin cytoskeleton, and upon 
attachnieMt o±' the cells to the extracellular matrix- *; 

Thc; pre s:en;^ invention is bcised on the surprising ; • 
ob.v'T-r/atAon ti:.cr:. , during experiments on in v itro models 

. o:: scar c rixvtract ion, collagen (the nain component of . scar 
tir^sue) irppears to be invaded and per7nanently renodelled 
by fibroblasts c.nd that such invasion and remodeliing^is 
inhibitf;'-u by coj.lagenase inhibitors. The :re7^odelling:::::' 
ger.erall;; appeal-^ as contraction of the collagen^ which 
cor tract. ..on :inhibited by inhibition of • coJ lagenase:. : : ; 
Further;^):.'^^ , inl:ibition cf oth^^r m^Ps also resultr^ in •. 
inL:,bi'::f. li'r. cf v.cntraction . The obsei-^/ation thet 
conuract:.c;.n .::! t :\e tissue involves !ffi.Ps is particularly 
sur-prisi:vv ^^.^ncc^ previous investigations: have shov/n that 
mirs ara 7iot prt- duced during . contraction while other 
investigntiavis have indicated that MSPs are nroduced biit 
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are not involved in the contractile, process (see above) . 

The present invention provides the use cf an &Ii^P 
inh5.bitar in the manufacture of: a Tned:LcaTt;-^nt for *che 
treatment or prophylaxis of a natural or art! ficial ; 
:tiS5£ue comprising extracellular matri-: .::oiiipc rants*, to 
inhibit, i.e.: re-J^trict, hinder or pre: vent, contr'^:.ticn of 
the tiss\ie, especially contreiction resulting fror; a 
patbolcgical condition or from surqica} or cosniettic 
^trea'vcmeiit . [[ 

The present invention also provides a i^eithcd for the 
■ inhibition. ;iji.^vo or iji;^ti;:o: of connractio- ox t\ 
natural or -artificial tissue coinprisi;ig j^?.ctrh.c:ei: ulc.r . ■ 
Tnatri^!: ooiapcnents, which co^aprises ad^iLLnistt^rinc MMP ; 
: inhibitor to the tissue during- and/or after its 
: f oriTiation V?hen the tissue is in v ivn , a th*ir=.peut ically 
: effective amount of the .MIIP inhibitor should be 
' adK(ini£=tered . 

The present invention especially providiis tb_e use • 
of collagenasu inhibitor in the marMtacturo of tx 
xnedicament for the treatment or prdpl /laxisi of: tit;3Vie 
conjprising collagen to inhibit contraction ex the. tissue 
resulting: from contraction of the : col Lagt-in. 

The present invention further espHcicilly provides : a 
method for the inhibition of contraction of tissue \ ■ 
conpririing : collagen, resulting from contraction of the 
collagen, . which comprises administering « tl>5rapi?utically 
effective amount of a collagenase in-pibitor to the 

tissue.. 

The methods of . the present inveriticn nay be used for 

medical or cosmetic treatment. 

. : The invention provides a 'method for the inl:,ibitlon, • 
for cosmetic reasons, of disf igureavent caused by 
contraction of tissue comprising extT*acci;liular n:atrix : 
com:oonents, which method comprises adiri.vnister.i.ng a matrix 
metalloproteinase inhibitor to the t:'.*?sue. 

Cosmetic treatments, such as chciuical or pbysitral 
dermal abrasion, used as anti-ageing tre.jtrj'^nri.s . clause 
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trauma ;:. ; the rkin. Use of M^ii^ inhibitors during the' - 
healing procesE which occurs after the initial abi-asion 
is a co-vaiGtic irse of MMP inhibitors according to the: :.;; 
prssen - ention . 
; 5 The cre^^erc invention also provides the use of ah- • 

mP in\j:/.:>itor H;.o inhiisit, i.^. restrict, hinder or :: ::;; 
p'r-stverr^ invasion by ciells, er,pecially fibroblasts, into, 
ti :isua OTipris \x\g an extracellulaz" matrix and/or 
Kiigratiou by c<ais, especially fibroblasts, in or through 
10 tissue c::»H.rjris^ng an extracellular matrix. 

Tta tera -^MP* inhibitor'* is used herein to denote; :;;, 
a.ry substance that is ca'pable of inhibiting ^ i*e. 
r-.£tr ic^;inc , h:.x>dering or preventing, the. action of. .an ; ; . . 
KMP. •:: ta t3rm ^'collagenase inhibitor*' is used herein: to: 
:15. . denote .ci.oy !rab r.tance that is capable of inhibitiag, i.e. : 
restrrc'cl-n:/, hindering or preventing, the- action of ^a^ :; .• 
c::dlaq3"ase. collagenasG inhibitor may be specif ic; for : 
o;::e pj^rvicuiar collagenase or may inhibit several 
different collagenases ; A collagv^nase inhibitor taay.. also 
20 inhibit other iillPs, in which, case it Tciay .aiso be defined ; 
an y^P :':nni.:-itor.'' 

Tr. *• br^r:m ''inhibitor" as used herein ' includes agents 
triat HC'; i.n.dir-ctiy by inhibitinq the production of . the 
relev'-tr': en^iyirvj^ for example an antisense molecule^ 
.25 well as agenrs that act! directly by inhibiting the :enzyine: 
activity of the relevant enxyii^e, such as,: for e^raKiplel/ : a 
convent:, onal i rhibitor . 

Ji.r J^^.Pr ^-g- cqllagenase, inhibitor may be 
: ncitm-.l''y'-occurring or synthetic. An miF, e.g, 
:30 collager.a.c':-, i .ihibitor may be an anti-KMP; e.g. ^inti- 

collao"^-ci££i, I 'ltibody, either polyclonal or :nr»onc>clonal • : 
"ihe i.-^rt ibicorv activity of a putative MP inhibitor may: . 
be as::5U'-feed by any method sx:itable for deteririning ;;;; 
inhib i.'UC'X^y activity of a cOinpound with respect to ah;:;;- ; 
'25 ' cLnzymc . ?wch methods are described in standard textbooks 
of birjc '*jeT.;iBt:c// A more detailed description of M1*4PV ; 
o.'j. ^l-^yencz-^ic , inhifaitorr; is giv^n below. 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



FC1VCI555/C0576 



Collagen is the mc.jor ctrnponGnt v\f f.car an:fl other 
contracted tissue and as such is ths :.ost ir\:)C.rtanc . 
structural. coBponent to connf.der. Ne^-^er^c^irless , scar : 
and other contracted tissue also, comprises othr-ir 
structural : components;, especially oth^r exr.tacellul ar 
matrix components, for exai^pJ.e, elasrtm, vLnich may niso 
corit;ribute to cantraction of the tiss';e. >1K':.'-- are 
involved in: 'the synthe^^is and degrada' ioi": al \-[V'Jh 
coTspanants.- In general, a collagsna^*'^ innibitor used 
as t^'iB rn^P inhibitor in accordance wich tne resent 
Invention, but p it may be appropriate *:o ub^b instead an 
inhibitor of an MMP other, than a coilagan^ase ^ It luay be 
particularly advantageous to use a ccuibinaticri of a 
collagiariase . inhibitor and one or more inhibitors or. other 
•I'INIPs- or to - use an inhibitor vhich inh.Lbits both' a 
:ccilagenase and at least one or • nore :>ther p?l^:Ps , 

The mechanisTQ and control of cor \:ractioTf: of tissues 
ccmprising; extracellular matrix coaiponents/ for exaKCple, 
coilagen-cpinprising tissues, is still pcorlv understood. 
:Soin£ degree: of contraction appears to be pa::".: of the: 
healing process, but the trigger for jcntraj^::ron is not 
knrn^n. The: invclveiaent of. MMJ^s in cc.'ttroctinri of 
■tissues^ ■ for : example, scar r.issue, . a3'd t;: a i ^lility of. 
■WAT inhibitors according to the pres'-:Vc i nvf--.::. :.ion in the 
inhibition, : i.e, prevention^ restrict icn anrT hindering,- 
of contraction has been confirmed by the fo'i .iov/ing 
experimental ; data:; 

Mien fibroblasts in iin i n vitro collEgvn gal fuodel 
of :X'Car contraction are subjected to dnt:-.prol:.f err:'.tive 
agents after contraction has occurrer-, tnar*>^i is no, . . 
: significant expansion of- the collager? gel. tliat: is to 
say/ no relaxation of the contraction, even vhan the: .: 
fibroblast cells have been killed ana the su;::.porting ' 
icytoskeleton of the cells reinoved. Tae ireTrodniHing of 
collagen leading to contraction therefore appears to 
result from activity of one or more --nrn/Qic syste^.s of 
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• th3 f Ifei.oblast^ , 

Fi'rroblast.s. involved in the contraction of CQllagen 
produce qreitei amounts of matrix metalloprotcinase . 
mP-NAs i irl jorotvins than do control fibroblasts. This: is 
associauad wit; cellular invasion of the collagen, 
lavasj of th? collagen and : contraction are inhibited; ^by 
ths usi; of iimjbitars specif ic to those MMPs codnd f or :by 
the which are present at higher levels in calls 

int/olved in contraction than; in control cells: 
10 . . Qu . It-at :• ve competitive : reverse transcriptase; ; ; ; 

. polymer ^.^c: chain reaction {QCRT-PCR) technique 
[Ta:muL^c sr & B rhultz 1994] was used to study, the levels 
of MMP prvduced by hu3:ian : ocular f ibroblai^ts :in: ■ .: 

coilac;:;''- 'rrjvs lattices undergoing contrciction in :: 
:i5. ■ C3i.ipari.' on uit., hurnan -ocular ; 'fibroblasts ■ in monolayer 
cu.ltu:i>u-: . I:: T*as. found that in the collagen lattices 
. f lbx-o}.:l.^sta produced . more luRNA f or; coilagenase (M?4P1):,: ; 

?2kD g^-ij.atinas :; (Mi:5P2) . and stromelysin (MMP3) . but not; ;fpr 
; 92kD q^ri arinas'i rH!^P90 than -cJid -the control cells in: .the 
;2:0 iir.anolay.rr culture. Levels of ;iaRNA:for IMPs 1,. 2 and ;3; : 
in tha \a/ctic3 : ^)e-re f ound' to be greater than those in;; 

■ trie mo7 ■ lajer iultures ;: over: : 100 itiiaas greater at . 
'^CBxtair: tiniei^ .vuring the contraction- proceiss- (see Example 

■ 4 belc:v*. GalTtin zymdgraphy [Heussen & Dov/dle 198b:i::was 
;25'.:. .UH-rr-d 'c^:> a:aaly5: and compare . production of the 

galat.jK..iytic -components of the cells. It v^as found ; that 

■ golatirolytin :ictivity was .increased compared to 
cp.2itrol^; . It ^ippeared, therefor^, ■ that the. increarsed; : 
rny(^>, pj .^ductio i resulted in; increased protein 

:30 ■ produ::'; /on, ..:::: 
;-*'Mlbcdi^: ; against, m^Ps; 1; 2;-' 3 . and. 9 were tested 
cc>ntru*;*:'io<'i i: libitors- ■ It::was found that the:- 
antibo::.ea aq^-rilnst MMPs 1, ■2:and :3; gave significant ;: .; 
inhib:*.i: >cn of Cie contr action ; cf collagen gels by human 
3 5 ocular ! Lbrobl.asts but that: the antibody against ^VJ^P9^ 

■ did niv: res-ulv. in inhibition of con'cract ion. 
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In the present: specification thr. :.erc . .r.'tra: '::ion 
of coliagen" includes not only shrinkiu-^e of f . 'llagt;:Vi but 
aJ.so any renodei ling o^: collagen that .i£:ads \.v 
contraction, cf the tiis-sue comprising i-uit co. , .agen. It : 
also includes contributions made by ot'>,er covprrnents of- 
the tissue, "efspeciaily other extracei: ular :ac-*:rix 
compciients , for example , elcistin . 

hs indicated above, contraction c.f ti;Hn;;..;;:: 
Gomp.vislng extracellular matrix corapor :=:nts, t ecially. of 
collagan"Ccinpr.u"?ing tissues, may ogcuj in ccv.\satSo:i ;^ith 
many different pathological conditions and w:' l:L ; surcical 
or coronet ic. procedure?j , : ' Contracture r .ly carii^a phys real 
prob-leris. v/hich may lead to the need y.or Tried : i 
treatment, or it may cause probieius oz: a purc:..Y cotrnetic 
nature- It is therefore very valualric- tc ha/:.; 
medicaKients -capable of inhibiting, i.^ rHS't:; '.r ting, 
hindering or preventing, such contract con. 
uses of ^uch iTiedicaments' are describee, belcv^r 
be li'rdGrstood, however, that 'the us'ss -iicccrd 
present invention are not restricted "lo the n:::u\uf actuire 
of :,TLedicarovents, or to methods of treatrac^nt, T.-:.C:*:;;ical or 
cos)T;^r!tic, . suitable for the conditions dF^£crib;;'.'i below.. 
The presiimt invention also includes Uiitu ir\ 
maiiufacture of -TiiedicaiTtents or in Tuetrn dK of L'ri''::at:nent ■ 
suitable, for use in: any case where CDj. :;ra : tir of tissue 
coinprising extracellular matrix can^po: ^^rit£:> r.'.i-r Iti-g : 
substantially from ;:e;xtracellular matrix coznp-- r.ent 
contraction is occurring or may dccar, 

Altho'ugh the discussion "below re-:i-:?rs sp3 f icaily ■ 
to collagen^ contraction and : the use ol colia/t .=i.Tiase 
inhibitors;, broad spectrum MMP inhibi'i ors an^i 'or 
Inhibitors of I-O^Ps other than collage; ?fise=' r.:- ;/ be u.y£2d in' 
inhibiting contraction :of tissue corap:-: ising t^:vi.ra- 
cellular matrix components and the prtir^ent. i < ^-intion is 
to be understood as including the use 'jt bv..c ' /-rMP 
inhibitors as an alternative to the ui. 3 of col J agenase- 
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sp^.cilri:: inhibitors in the treatjaent of tissue ccraprising 
e^^.:::aci:iL-;tUla.c it trix coTaponents* The present invention 
albx ir :.:L;c':ns t ;e use of broad; spectrum f-IMP inhibitors 
aivVor J .^:-bitc:.'£: of imPs other than collagenases in ■; 
ac3:..Piii..r to v.he ul=»s of collagenase Inhibitors^ for 
example, crie treatment of tissue comprising 
e:<t?:'aco:i lulav- c^vmponents especially, collagen comprising-- 

tisn^-ue.. ' • ; 

por•;rat txo^ of collagen-comprising tissue, which- jmay 
IQ :a.l.so ccvK:?xBa. c::her extracellular matrix componenxs, 
fr^':rie.it...y occurs in the healing of burns. . The bums 
mey be c • ent:.Cc.l thermal or radiation burns. . and ittay be: of 
tJ:.3 t£;V.*:, Uia siv^raoe of the .skin or the skin and the . :; 
unrlarlv:. r ^; ':i.5s=aeG. It inay also be . the case that there 
15 ■ arc bu:.r. on ir '.arnal tissues, for example, caused hy;: 
rci;iiat::-i^ creat-^ient. Contraction of burnt tissues is;;; 
often ::i yro'/jlBiv. and may lead to physical, and/' or cosmetic 
pr ob'i tv^p:' , for r .ample , loss of inoveinent and/or : 
dj J- fig ^i^•::Iten The present invention therefore includes 
■20 ■ tY.i xiBr. ,ir ;*;mp .nhibitors, for example, collagenase ;;:::; 
ir>hi:ait/;. foy vrxampie, in: the fonrt of a. medicarne/it ,: : :to 
i/:bibii:. :o;c::r£K: :ion of the burnt tissue as it heals . : : . . : 
A ; .'rt"!ie:r. ispect of the present iTivention is the; ;;; 
inhibit. i.jn of Ihe ccntraction: ;of skin grafts. Skin ;; ;;; 
:25 ; g«fts :C?Y --^^ r{;plied for a. variety of reasons and may;:: 
often u 'lex go <. ^^ntzraction after application. As with. ;the 
hc-^alirt^ of bur: t- tissues , the contraction may lead to . both 
ph:rsic:i. find cc^iriotic problems. It is a particularly 
s<=riouG ...:roblBV i here many skin grafts are needed aa, for 
30 e,<5.»ipl:^, ir a -airious burns oase, 

Ar, ..f:s:;ci;: !:n=:d area in which the medicaments and 
m.-thcdJ:> 'fihe pxesent invention are of great use is 
tne pr rr, jx.*c J on of artificial skin. To make a true 
arriricVil 3lci 'It is necessary to have an epidermis 
35. o- :-:-pi: . r'ell^.^ (keratinocytes) a:nd a; dermis made : of . 

c^\l7^'^'- 'r-tiAi! ^ t hd with fibroblasts. It is impcrtant to 
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hava both types of cells becanss th^y Ttcmij 
3''i;aulate each o'cher using gx-owth fciC .av^ . 
problen up uiitil now has been tha- th • cc '..:.;:- 
of the art.ifiaial skin often conti:2\;t-. to /.e- 
tenth of its original area when popu:/.' ted by 
WA)? inhibitors , for [ example, collcigsn , se :v:-^ • 
b3 useci to inhibit the ! contraction zc such ^ 
thi-n . ?3rtif iciai akin can be naintailntid a / 

One- area of particular inter r:£:'c \s tnd : 
e.g. collagenase, inhibitors to pr^v^^^\ ai re' 
contracture of scar tissue result r.nfj \ ro^\ 
Glaaconia surgexy to; create new dxaL-iS^ e char"', 
fails; due to scarring- and contraction of tisv:. 
wethod of preventing contraction of s .;;:ir ti:-^ /. 
the eye/ such tw> the application of d sra:..Ucvb > 
therefore invaluable. Such an agii;n1: ray .:1s/ 
the control of the contraction of sea., tifiwi: . 
after corneal traunia or; corneal surge y/ .zli:- 
Iciser or surgical treatment for inyopi- or m : 
error in v;hich contraction, of tis:-3U-3S may le - 
inaccurate results. It is also usefu'- m ni>^ 
scar tissue is formed on/ih the vitre ^ as hmf ■ 
retina, for ; example, that v/hich e^^e/ir iTiljv r, 
blinanesH in soiv.e diabetics' and tliat. "*i\C:h 1 
after detachment surgery, called prol f^iic.ti.- 
vitr-^oren-inopathy , Other uses inclucl-. ';vhtire 
is forraed in the orbit or on eye and eyelid : 
sm^int, orbital or. eyelid surgery, or thyroi.: 
■and where scarring of the conjunctiva occi.n;s 
happen after glaucoma surgery or in icatr:...- 
inf iainmatory disease, for example,, pe' phicjoi ; 
infective disease, for example/ trach iTia. A 
problem associated with, the contrac.:i o c:' 
ccinprising tissues for which the raetn.dzs ai;cl 
of the present invention may be used . 3 the ' 



.-iu e:o 'ponent 
:? thci-; one 
f.hro blasts. 
:.torr? . may ; 
^xt^.it that 
•tcti:- ■.. ;• 

■r-i vA: :xMP,. :; 
■ 

^-nurgc ry.. : : . 
^Is often 
U;:iS . A . ' , : ; • 
J'* fo::iaed in 
agej vt , is 
oe Uiirrd :in 
forxiu^d ; 
:^':a7upla ■ ;" 
r:-ictivc?. -.■ 
n to 

wh'^re 
i: or ':he ; ' ; 

7. :-ar : issue 
^3ole--^ after 
.'ive disease! 
may 
:.ril disease, 
.or 

Curth; r eye 
I '= agon-* ■ • ■ ■ • 
Ktdicij-ijents 
iiC if i cation 
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anil conx: ^ctur :x the lens capsule after cataract 
ex ;.ract.i ; 

Cic. r,T ir:ia.* ccritraction, contraction due to 
sh::.n!ca9' cr fibrous tissue of a scar., is cororaon, ilri! 

so'-:-^ oav ^y, l:\e • r;ax may become a vicious cicatrix, a scar 
in vrhich .-he 'cx-act ion causes sex-ious deforniity. A 
pa\:ient f:*c.o:aaul;. rvvay ba effectively separated into two 
: separate crizmbe: s in an hour-glass contracture by ther- 
eon tract /.or: o:;: '-icar tissue formed v/hen a stomach ulcer: 
10 he.i-.s. / ;v'.tT'U :r : on of passages and ducts, cicatricial: 
st^iir(jB±s rtry r. cujr due to the contraction of - scar 
ti;r;iia. o.r.i/.ia t.Jon of blood vessels may be due to 
prin^ry .^r-rtv;*.!:: icn or surgical trauma for example, : :: 
af cer su::,7^r-y o:: angioplasty , Stenosis of other hollow 
15 vi.-pci, x/c-r oxcTia rles f ureters', ; may also occur. Problems 

ma/ Dcciji. v^b/iiire ciny form of scarring takes place ^ :v/hether 
revuiltin. fro/'t .ccidental wounds or from surgery. 
HeiiicaiTiG oo3\ i'i.z.ing 'WP inhibitors^ a/g. collagenase: 
iir J.bit^!: aay ho. used wherever scar tissue is likely to 
20 be I'crriVi;,. , n -irig fonned or has been form-id.. 

Co ■ ii.riOiVi. of the skin and tendons v;hich involve: 
CO ':tr:acc: ^ tn of .ollagen-comprising tissues include post 
:tr^UtTia C'-;dit :..c''S resulting from surgery or acciden*:.s ■ 
fo:r e.xB^x/ l.^.f ojr foot tendon injuries / post-graft ; 

25 ; .conditi:i*' -r, a'.id •athological conditions, such as 

sc le-rodcr. ' u w , Dv\A.\Y^c'i: Bii ' cr. . contracture and ep ideirmolyr^is : 
bu i.\ ,:)sa. rj-;: nv^ and contraction of tissues in the eye 
neiy oc:cu'; Ln V5 "irra^^ conditions, for example, the; 
Sfv^uelac :k: rr^t ual det^ichment or diabetic eye disease 
:3:0.- (a.-: :;fien c ; c-neJ a^ave] . Contraction of the sockets found 
in tea :t!^uiI fc •* tha eyeballs and- associated structures, 
inolu.dir .. Jo:z?:ti c?o .ilar muscles and eyelids, xnay occmr : If 
th-cre is t'::r*aMr:a ox* ;.nf latomatory damage- The i:issaes 
contract .-/:.':.iir: t:ie sockets causing a variety of problems 
-35; irrludiT.., I:>^:o3 : /xcion and an unsightly appearance, 

A1+:. 'j^ugh 'i.n a''iOV3i discussion relates in particular - 
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to hxiiaans, animals laay exhibit th*5 o t ::iit.:.or' 'ic^^'crr ibed 
abovc-i or similax or analogous conditi- nt:'* p?:^:^. H:nt 

invention therefore also relates ornuJ. '-j:K'::jj.y to 
msclicamants and msthods: for use ir\ vt?.- ei'liU'.:. . :ora::Lice 
for 'lihe treatment and care of aniric;^.;? .-^^i.c. f^^:' -::-::ialv for 
usG in the triea1:x?erit. and ;care of taari:- is. 

The present' invention providaj^ a methoo 'cr^^atirig 
a huYaan or other Hiaiamal to inhibit co/.r.r£cti 'v^. of -"issue 
corapris^ing an extracellular matx-ix co. pi^norit^ aspf^tciaily 
10 ■ ; contraction a^.sociated with a cheiniaa bu-:;*; ^ tharvial • 
burn or a radiation burn, a skin graf-^, c pr .^ -irra.iua . - ; 
condition resulting from surgery or a::c;'j;i • :it ^ cjlaucbma 
■ surg^r^ry/ diabstes associated eye disease,. iL-.rodF-u^na, : 
DLipytren's ccntracture, epideriaolysis bailors:, or e^. hand 
;iS:;:;;br foot tendon injuryy -which comp:cise:' eid:n to 
the human or other mairmtal a therapeut iCc^lly .::tfective: 
amount, of an IWiP inhibitor. : 

It appears: that ?1MP inhibitorsi; . -.j^ * m. lagen 
iiUvibitori.-! , . inhibit : contraction tistn;.. s ocui • :L^:.inc' 
20 ■ ^ey.tracallular coii'iponents , for exa'i>iplu» . cv./Ia r: ra^^ed: 

by cells such as fibroblasts but do n ± £ppcr :: to r.o able 
to bring about significant ^ reversal nsuch rcritraction .: 
AcccrdinglY; tissue which is being afv ectr^d "r^nould 
generally be treated at the; time i/han the c: .l:ract:ioh is 
:25' ■ ; :X)ccurring . Prefex^ably treatment shou d ta}:r- c.lsce .is ' ^ ■ 
"erurly as possible ^ advantageously as --ooxi and vost 

advantageously before, the. first sign ■ ci' cc. vra':-T;.on are 
ob:3ex*^/ed , In treatments , conditions ::r heal n.g i:>rocesses 
where contraction of extracellular c3.porsn.t, e.g„ 
30::; collagen, comprising tissue i3:common IWJ? inhibitors, 
e.g.. collagenase inhibitorsv may be u ed ai? -* routine 
prophylactic measure before any signs of -:cr . racticn have 
actually been seeru :;.: 

Since active contraction appears tv; ;:^:^o?"'.*' v:sd • 

35 ::: with active production of MMPs, the t e^XMisx : .iL'-sd to 

prevent the contraction should be coniinv^^d ver at: least 
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ti.K; oBrx.'.d durixig which contraction is likely to occur. ; 
Tb '. f raay ^rtan be quite a significant period of time, for 
eX'V*':;\e; :c^vc*.ral years or even longer. Contraction may - 
st:,ll cc •:: even after a.-i initially open wound appee.rs^^to 
ha-^^-i hea.. t:l,, for exa^nple, in patients vith burns. Also 
Gonix'^ic such as hand tendon contraction involve • 
contract? -^n even though there is no v/ound as. such. 

As i .r:ticated above, the present invention involves: 
the Vise ' mil^ inhibitors^ especially coilagenase 
10 iT>h{:oito 

Bot: n^u:;ural and synthetic imP inhibitors 
( i-MV i.bii>; ^ of ensyiiie acr-ivity) , including coilagenase 
inhibito:- , / are knov;n. Naturally-occurring MIP 
inhlLito::, ; include O'^-iT.acroglobulin, which is the najor^;: 
15 ;: coLIagent. b inhibitor found in human bleed [Eisen . et ai ^ : : 
1370J. tu rally. occurring MMP inhibitors are also found 
in t lssii:- The presence of tissue inhibitors of MM?s 
hai. • baerved in a variety of. explaats and in : - 

BOTclcxyE. cu\turas of ivu/imalian connective tissue cells:: ■ 
20: :[V^::.vr e' til 1979 . and StricXlin and vrec;as 1983 ]. Not _;;::; 
.onJ.y cni: ga^nase inh.xbi-c::»rs but also inhibitors for other 
>nc:*s . fo.. !:»X":3inple, gelatinase and protecglycanase are []':'■ 
found.. \\ V inhibitors a.xB generally unable to bind theii- 
.irit:.c'':ive zymogen) fo2:nt\i of the respective e:azymes but: : . 
25: . coiiiplex ' adily. with act.Lve f orias [Murphy et al 19Bi ] . : - ^ 
Tii/'ni-a mi' inhibitors are found, for example, in dermal 
fik'::obl<u. human lung, gingival-, tendon and corneal :■ ; 
;f ib.r'.'blai human o;^tec blasts, uterine smooth iuuscle ..:- 
caZ 1h , a! . ^oiar macrophci. jes , amniotic fluid , plasraa , 
20: . seruM an ch^i u--granule of hutnan plateletfs [Stricklin -. 
ana Mi-gu: 1933 ; Welgus fvc al 1985; Welcus and Strickliril 

B<::" s:-:^rvit et al XSSS; Woolay et al; 1976; and 
Co:oi^M* Ji 198 5] , : .: ': 

SyTi^ Tzia coll.^*jenr.i.e inhibitors ar.d inhibitors for 
35 :- o'Zi iv mm: ;i::.ve been ^ird a,re being developed, Co:T.pounds: 
sv^c..:> zf^ I ' j;.; cysteine, r;etracycline arn ascorbate are 
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ell inhibitors of coliagenases: but are rt.-il:Lt.' '^ely non- : 
specif J c. A£i indicated above, synthetic : nh vxitox-r: that 
have defined specif icity for laKPs, 5,ncluc'.in5 ./ollarfsnase 
inhibitors, : are described in the : iteiratuir^:. To:: 
:e>:aTnple, US Patent Specif icationj5 Nos. :5/lt /i :00, 
5 , 189^,178 and 5 ,114 ,953 describe the :syr!tbefi . r> of 1. • 
[ 2 {R) «2 - (hydroxaiuidocarbonylinethy I ) - 4 -meth^' 1 * intc lU) 1 ] -L- 
trypuophan methylamide, .also known us GK600I :)r . j.-:.rdin 
{tx'ade naiTie) , and other. MMP inhibitors, oth: : 
collagenase inhiJoitors based on hydroxaTiii'..' a" id arr; 
dinclosGd in T'/O 90/05716, WO 90/0::i719 and WC fZ/j/^bU: ; 
Further synthe;tic MM? inhibitors i^nd in pv.y: nil^:. 
collagejiase ij-Laibitors that h&ve Ijean de.valc^ -.d ijir.Uide 
those described in EP-A-126,974 and EV-h-l-.bj .^96 ^rr.vl in 
US Patent Specifications Nos. 4,599,361 and o- , 743 , r.87 . ; 
Yet another Inhibitor is BB-94, also knovr. a-: Batiiaaf,^tat 
: (British Bio-technology: Ltd; ) , see for ■ exaiup > ^ 
EP-A-27fi436, Disclosed in WOSrj/or>7:i9 as hav ig 
particularly st^j-ong collagenase inhibit inri isper :i3S.:are 
(4- (N-hydroxyaff ino) -^P-isobutyl -3:::> ( thio-pL-r' 
tJiipiiiethyl) GUCcinyl}-*L"phenylalanine'-N'-s\eth^ xniet 
[ (especially good) and [4- (N-hydroxyciiaino) -riP- i.tJoba;:yl~3;s- 
( thiomethy 1 ) succiny 1 ] - L-pheny ialanine-N-iaeth v lamidr-i and 
in ^^"O90/:0571G [ 4-- (N-hydroxyamino) -2R -isobrity .^succ i rvl ] -L- 
phehy lalanine-N-" ( 3-ainindTnethyipy rxdine) dM\ic . and ; 4 -N- 
; hydroxy ami no ) -2R-isob\ityl-3S-:nethyl£:uccirjy-c, : 
phenylrilanine'-N-[4- (2-aininoethyl) -Tnorpho?.:'j j. rirriif . 

The contents of the patent specif icarit. ; an'« 
literature references laentioned herein arfi h ceby 
incorporated by reference. 

As indicated above,, the properties c.^ n'.cural and 
synthetic collagen inhibitors may vary, .Tnd /iducil 
inhibitors often have different spe::if ici':ir;. and 
potencies.. Some inhibitors are r^iversiblo , .che/H. uv;e • 
irreversible. In general the nors potent nr. J,nhir.i^.or ^ s . 
^inhibitory effects on a collagenase the i.^irt ^ :.r some 
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: : uses ; an: inhibitor: :specif ic to one : particoiiar collagenase 
: : may be required ; but genera;lly a; broad spectriaro MMP: 
::]'[[[ [ ' [ inhibitor:, -for; example ^ [ ;gM6001; : f Galardin • |( trade • name); \ 

: : ; : ; ; ; ; : is- : preferred i ;::::::::::::::■:::::;:::;::;:::::: ^ 

: : !5 :::::::: : GMSOOl : (Galardin: : (trade: ;n ): : :is: ;a : very patent: MMP: 

; ; inhibitor tJiat is ef feictiye; again^ ; It has 

; ; 1 1 ; I ; ; : I the; Istlticture;: ^ 



:10:::. ::::::::::::::. :::::::::::::: 

;;-;;;;:;;;:::;:;;;;:;;:;;:;;;:iHo: 




::::::;::::::;::: A: ;detailed : accourit : 6f : Its : ability: :tO: : inhibit: :humaa ; : : 
::::::::: Skin : f ibroblast : collagenase , : thermolys in ; and : Pseud omonas : : 
; aeruginosa elastase is given; in; ;Grpbelny et ; ;al >; ; ;19?;2;.; ;;;;;; 

;;;;;; ; ;its: ;inhib;itipn; ;cpnstant;s; ;with ; ;three; ;types; ; of: ; mmps; ;are; ;npw 
20 \ ;caicuiiated; ;tp; ;be : ;;;;;;;;::;;;:;;;;;;;;;;;;;::;;;;;;;;;:;;;■;:;:;;;;;;;;;;;;:;;:;;;;;; 



:::;::::::;::::;::: :coiiagenase :::::::::::::::::::: Ki=: : Q . 4nmoi/i; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;; geiat inase ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; Ki=; ; o , 4 nmpi/i; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;•:;;;;;;;;:;■;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;strpineiysin ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; Ki=: ; zohmoi/ 1 ;;;:;:;:;;;;:;;;;:;:;;;:::;;:;;;;;;;:;;;;;;;;;;;; ; 
;;;25;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;;;;;;;;;; x;;;::::;;;;;;^^ 

::::::::;;:::::::;: Preferred: ;MMP: :inhibitors ; ;f or ; use ; accordJing ; to; ;the ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;; ;present ; ;i;nyention; ; include; ;gm6p;oi ; ; (GaXardin); ; ;and ; those; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;; ;; synthetic ; inh;ibitprs; ; described ; iand; ; referred ; ;tb; ;abiDye;.: ;;;;;;;;;;;::;;;;;;;:;;;;;;; 
;;;;;;;;; ;pr;ef e;rred ; irihibxtors; ; include; ;pieptide: hydroxcunic : acids; :or; ;;;;;;;:;;:;;::;;;;:; 
; : ;3d: : : : :pharmaceiiticaiiy ; acceptable 'derivatives: :tjiereof,: ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;:;■•;; 
;:::::::;; :Especiaiiy; ;pref erred; ; are; ;those; ; compounds ; that; ; are; ■;;;;;;;:;;;;:;;;;;;;;;;;::;;;;;;; 
; ■ ; ; : ; described ; and; ; ci;a;imed; ;in; ;us; ; Patent; ; sp^ecificatipns ;n6;, ;;;;;;;;;;;;:;;;;:;;;;;; 
;;;;;;;;-;;5i;i89;>i78;;;;Nc>.;;5>ia3;>9QG;;br ;nq;;;5,^ 

:::;:::; : ;coiiagenase ;inhibators;: : : :Those : with; low; Ki :yaiues.,: : ;i;» e.; ; ;:;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
; ; ;35 ; ; ; ; ; high ; pKi ; values ; :are ; generally ; ;pref errejd;.; ; ; ; GMeppi; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;:;■;;;;; ;cGaiardiri ; ;( trade ; ;name); ); ; ;is ; ;an ; :Mmp ; ;inhibitpr ; ;that ; is ;;;;;;•;;;;;;;;;:;•;;;;;;;;;;; ; 
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especially; ^pref erred ^becjause; ;it; ;i;s; [pTie pf] ;the: most ;;;;;;;;;; I * I ' I i ■ i ; 
potent collagehase; iihhibitors ; Ochowri : at; ipreserit ^ ; ; ; ;H6weyer j; ;;:;;;;;;;;;;; 
for : certain; iappllcatioris: : it :may: :be; preferable; :tb: :USe: ;a ::::;;;;;;•;:;::;:';;:'■ : 
;;:;;;;;;::;;;;;;;;:;;;;;;; less; ;potent ; ; (weaker) ; ; inhibitor. ^ 

:;■:;::;;;:;;::::: i;; :5; ;;;;;;;;;;; ; ;The; preferred ; ;brpad; ; si^ctrtlm ;MMP; ; inhibitor ; for; ;use; :::::::::::::::>;:.:::: 

: ;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;iri ; ;acc6rdarice; ; with ; ;the ; present; ; inyentiph; ; is • gm6;opi ;;;;;:;;;•;;;;;;;;;;;;;;;;;;;■;;; 

■*:::::■::::;:::■::;;;:::::: :(Ga:iardln : :(trade ; name););; ; ; ; ;it; :is; ;ctble ; tO ; inhibit : the; :;;;;;;;;;;;;;•;;;;;;;:;;;::;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;; action ; not; only ; of ;coliagenases; ;but of ; other ;MMPs: as; :;:;;;;:;;;;:;;;;;;:;; 

;;:::;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:; weii;.; ;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;•;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;■;;;::::;;; 
;;;;■;;;;;;;;;;;;;; ;id: ;;;;;;;;:;; ; ;ais6 ; preferred ; are ; inhibitors; ;that ; are; ; capable ;pf: ;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;■;■;: 

;;■;;;;;;;;:;;;;;;:::;;;:;: inhibiting; :MMPs ; ;lv ; ;2; ;and; ; 3 ; ;(coiiageriase>; ; 72kD; ;geiatihase; ; ;;;;;:;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; and ; strome;lys;in,; ; respectiyelyj;. ; ; ; These; ;may ; ;be: ;used ;;;;;;;;;;■;;;;;;:;;:;.:;;•:;•; 

;:;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;indiyiduaiiY ; ;or ; ;in; ;conUbinatipn« ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;■;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;:;;;;;;:;,: 
::';;;;;■;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; As; ; indicated ; ab;pye > ; ; an ; ianti-MMP ; ppiycipnai; ; or ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:; ; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;; :i5; ;;; ; mohociohai; ; antibody >; ; esipeciaiiy; ;a;n; ;anti-c6iiagenase; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;■;;;;;;; 

:;;:;;:;;::::::::::;:;;::; antibody;: : may ; be : used: : as: : an : inhibitor • : : : An : MMP : antigen :::::::::::::: 

:::::::::::::::::::::::::::: may : be ; used; ; i;n; ; imiaunisation ; protocols ; to ; obtain ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;; 
;;;;;;;;;■;;;;;;;;;;;;;;;;;; ppiycipriai; ; antisera ; ;iimunipspeci;f ; f p;r; ;that ; enz;yine ^ ; ; ; ;The; ;;;;;;■;;;;;;•;;;;;;;; 
;;•:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;ahtigen; ;inay; ;he; ;a ; hapten ; deriveid ; from ; ;ah; mmp; ; ; especially ;;;;;;;;;;;;■;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;:;;;;;; 20: • ■ : ■ -from; ; an: ; active; ; s ite ; :region ,; ; or : may ; be ; a ; ;f uii;-ieingth ; mmp :;;::;;:;;;:■;:::;;:;;;: 

:::;::::::::::;::::::::::::: or : ^ fragment : thereof:. : : : Using; :standard; protocols: : and; ;;;;;;;;:;;;;;;;;;;:;;;;;;;_; 

: : : mammalian subj sects , such as rabbits ;or ;mice , poiiycionai ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;ant;ibpd;ies; ;iriay; ;be; ; obtained;.; ; ; ;Thpse; ;may; ;then ; be; ;u;sed ; as ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:; ; 
;;;;;;;;:;;;;;;:;;;;;;;;;;;; ;ihhibitors;; ; ; ; ;Mbhocioniai ; ;ahtibddies: ;may; ;he; ;produc;ed; ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:::;;;:;;:, 

;;;;;;:;;;; 25: ::: : according: to ; standard: procedures;,: : for ; exampley : using; ;an; ::;:;::;: 
;:;■;;;:;;;;;;;:;;;;;;;;;;;; ;appropr;iat;e; ;MMP; :antigen,; ; f oir; ; example,; ; a; ;coliagenase; ;;;;.;;.;;;:;;.::;::■;;:;;;:;; 

;;;;;;;;-;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;antigen;y ;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;■;;;;;;;;;;;;:;;;*;•:::;;;::;;:::;:;:;::::: 
:•;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;Antib;odies; which; ; are; ;sipecific ; for :a ; particular ; mmp; ;::::;;'•:::;: 

:::::::::::::::::::::: may : be : made: ;and: the : USe : Of : SUCh ; specific inhibitors ; majy :;:;;;;;: 
:;.•;:::;::::::::: : :3:o: : : : : be: preferred; :Und[er; ;certain; ;c;ircumstances •; ; ; ;Fpr; ;e>cample,; ; ;:;;;;;;;;;;■;;;;;:;: 

;:;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;an; ;antibpdy; to ;mmpi >; ; mmp?; ;pr; ;mmp3 ; ;(cpiiagenase>; ; 72kp; :•;;;;;;;;;;;;;;■;;:;>;:;:;; 
;;;■;;;;;;;;;;:;;; geiatinaise ; or ; stromeiiys in; ; respect ivieiy)* ■ or- ;a ; mixture cif ;;;;;;;::;;• 

•;;•■;;;;;:•;;;•:;;;;;;;;; ;two ■ or ; more: -thereof : may : be: :used. :::-----::-:'-----;---:■;:;:;;;;:;;:;;;;;;;*;■;;;. 
:::::'::::::::;:: ^ alternative : method : :o f ; ; inhibiting • the ; act ion of ;;;;;;; ; 

; ; ;a5; ;ah 

;;;;;;;;;•; its ; production v ; ; ; ;6h€: method ; ;6f preventing ; protein: ;:;:;;;:;;:.:;;:::: 
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'■^\[ ■::[:::'][['::: :: production; as^ by ttiB ^use! jof ! iahtisehse; Ihucleic; ;acid ::\::\\\\::[\'::[:':':[[\\\[':\::\::: 
: :ifloliBCuies:w : : : An : :ahtiisehse: imoiecule : heed not : he: large; : 20; 
heiSB ' pairs: :is: :of ten : sufficient. the : molecuie: :is: :smali: 

it ; should ; be ; able \ ;tp; Renter ; the • cells \ unaided; ;but; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; ; I ; ; I ; I ; ; ; ; ; • ; I ; ; ; ; I ; ; ! I ; : : 

5 1 I ; lippsomes ^can^ he ^used ; tp; ^assist; ;^try| \ if ; ^reiqUired ; ; I An 

ahtisehse :ID6lecule : will: :USUaily : :he: :desighed : to : attach : to ::::::::::::::::::::::: : 

::::::::::::::::::::::::: : : the: :MMP: irURNA; :but: :inay: '.he: : designed : to: attach : tiD: :the ;;;;;;;; | ; i ;;;;;;;; | j 1 1 i 1 1 i ; 

:::::::::::::::::::: ^ apprppriate ; DNA ; during ; replication; ;and; ;tr arts crip t ion.; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; Although; ;antibpdies; ;usuaiiy ; bind; ; tp; ;prpteins ; ;it; ;is; ;;;;;;;;;;;;;; i ; i i ;;: ; 

;: i ; :ld: : : :: possible : tb : produce : antibodies: : which : bind: :t6: :hucleic: : ::::::::: :::::::::::;::;:;;; ; 
:'::::::;■■:::::::::::::::: acids; : : : :Accordingly, : ;therei ; laay ; be; : used; ;as; ;a.n; ; ir^ibitor ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;■;;; 
:;:';;•;■;;;;;:;;;;;;;;;;;; according- ; to ; the; ;present; ;inyention; ;an; ;ant ibody ; that; ; binds ;;;;;;;;;;;:::;;:::::: 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; to ; the; ;iDiwiA ; or ; ;the ; dna ; of ; the ; selected; :Mmp; ;and ; hence; ;;;;;;;;;;;;;■;;;;-;!;;;;:::: 
:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; ;hiiiders; ;prbductibh : of : the : MMpi: : 

:'::\\':'•^^^^^^^^^ linhibitibri : by : reducing: :production: :of ; ;an; ;MMP; ;has; ;the; ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::::::::•:::::;::;;:::::;; ;; advantage ;that ; ;it ; ;shpuiid; ;be; ;po;ssible: ; to ; use ; a; ;sinaller ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;■: 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; amount; ;pf ; ; irAibitpr ; than; ; is; ; reqiaired ; for ; direct ':\V:\\''^^^^^^^^ 

:::':■:::::::::::':::::::■.::[ ihhibitojrsl of :MMP: lehzyme: :activity : because: :each : MMP : mRNA: ::::::::::::::::::::::::: 
::::::::::::::::::::::::: : :iabiecuie : and : the: :MMP: :bNA; : is: : responisible : :f or : the :;;;;;;;;:;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;2o ;;; ; ;production; ;of ; ;xaanY ; MMP ; enzyme ; molecules .; ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;: 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;inhibitprs ; ;f or ; use ; according ; tp ; the ; present; \\[\\':\]\[]:::\:':': :':':::::::: ::::':':::: 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; inyentipn; ;must ; ;be; ;able ; tp; ;be: lusjed : in : high: ;enbugh: '::':':':::]::::':::::':': .'::':':': \ ::::::':':::': 
;;;::;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; cphcentrat ions : land : :liar^: : enough: :doses: : to : give: adequate ::::::::::::::::::::::::::: 
::::;::::::::::;::::::::::: inhibition: :without : being: :tOXic : tb : cells : with : Which : they: ;:;;;;;;;;;;;:;;;::;;;;;; 

;;;;;:;;;;;;;;;;;; ;2 is ;;;; ; come ; ;into ; contact .; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;.;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:::;;;::::::;!;!■;:::: 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;Fpr ; the ; tre;atirient ; ;p;f ; ;spmet ; conditions; ; it; ; may; i be ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

::::::::;:::::;:::::::::::: pref etrred : tb : USe : a : medicament : :cbritairiirig : a: icbllageriaise ::::::::;:::::::::::::::::: 
::::::::::::::::::::::::; irihibitbr : and: :at : least : one : other: :en2yme: :inhibitor .: : ; : That; ;;;:;;;;::;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; additional; ; inhibitor; ;may; ; also; ;haye; ; cpllagenase; ;inhil?itory ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;3io ;;;; ; properties; ;and/pr; ; it; ; may; ; have ; ;inhibitpry ; properties ; for ; a ;;;;;;;;;;;;;;;-;;;;; ; 

::•::::*::::::::::::::::::: different ; en2yme> ; ; for; ;example >; ; ;f or ; a : different; :MMP i: ::: If :::::::::::::::::::;::::: : 
::::::;:::■::::::::::::::;: two; :br -more: ahhibitoris : ;are : :uised: : then : the : second : and : any ::::::;::::::::::;::::::: 
:::::.::::::::::::::: acidit ional : : inhibitor : pre f erably : has: inhib itory properties ;;;;;;;;;;:;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; for; ;an; ; enzyme; ; othier ; than; ; a ; ;Gollage;nase;. ; ; ; Additional ;;:::::;:::::::;::::::;;:;::::■: 

•;::;;;;;;;:;;;;;; ;35; ; i ; ; inhibitors; ;may; ;be;/ : ;f:6r; ;exampie>; ; inhibitors! ibf ^bther : mmps; :::::;:::::::; i i ; i ;;;; ; 



such: :as; :a : igelatinase : or : a: ;strbmeiysxh ; : :br : inhibitors: : bf: 
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other: enzymes : that : break : down: :tissue: :SUCh : as : serine ;:::::::::;::::::: 

WWWWWW-'-WWWWWW ^prpteases^; : ;f or ; fexampley; ■ [a] ; serine; :protease; ; inhibitor : such: ::::::::::: 

\'::':::]':\:'\\:'::':::':::[':::::[ [as] ^aprptinin; may. ibe^ lused ^:::::\::\:\::\]\\:::\\::\:[[[[[\\\':\]':\:]':\ 
::::::::::::::::::::::::::::::: ^ Cytokines , : : for: -example ; : : iriterleukih-i:; : :ih; ithie :::::;::::::::;:;::::: 
:::::::::;:::::::::::: 5 I lenvironment : of : collagen^compr ising : t isSUe : may : stimulate: ::::::::::::: 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;cpiiagenase iprod^ iand; ;sp; ;it; ;may; eilsp ; be ; preferable ;;;;;;;;;;;;; 

::;::::::;::::::::::::::: :tO: include : ah: -inhibitor : of ! cytokines; Lri the; ;manuf acture ;;;;;;;;; 
::::::::::::::::::::::::::; :of : :medicaments : or : :in : methods : of : treatm^erit : according : to :::::::::::::; : 

;;;;;;;;;:;;;;;;;;;:;;;;:;;; ;the; present ; invention. ;;;;;;::;;;;::;:::;;;:::::::::::;::;;:::;;:::::::::::::::::::::::::::: 
.:\\'\:\\\'\\\\ Medicaments; ;a;Gcqrding; ;to; ;the; ;pres;ent ; ;invention ; are ;;;::;;;::;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;gehe:raiiy; ;prbyided ; in ; a; ;pharaaceutiGai; ; preparation; ;f "prm ;;;;;;;;;;;;; 

::::;:::::::::::;::::::::::: suitable: : for: :tOpical : :admihistra:ti6nv : :for: :example> ; ;an; ;;;;;;;;;;;;;;; ; 
:::::::::::::::::::: emulsion, suspension^: ; cream,; iotlon, ; ;ointment;, ; ;drops;, ;;::;;;;:;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; foam ; or ; gel;. ; ; ; ;such ; prepa;rations ; are; ; g€:nera;iiy ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;i5 ;;; ; ;cpnyentipnai; ; f prauiations^ : :f or ; ;exampie ^ ; ; as ; described; ; in; ;;;;;;;;;;;; ; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;s;tahdiard; ; text; ;b;opks; ;Qf ; ;pharmaceutics; -siuch ; as ; ;the ; British; ;;;;;;;;;;; 

:::::::::::;::::::;:::;:.::;: ;PharTnacopbeia v : : :dther : suitable: pharmaceutical : tonns ; for ::::::::::::: 
::::::::::::::::::::::::::: ^ :topicai : administra±ion : inciudie: :dry : powders:, : aerosols: : arid: ::::::;: 
:::::::::::::::::::::::::::: :sprays ,; ; which; ;may ; be; ;especia;lly ; suitable: ;for ; ;appl;ication; ;;;:;;;;;;; 

;;;;;;;!;!;::;!::::: 20 ;;; ; ;tp; ;burns;. ; ; ; ;Further ; suitable ; ;pharaaceutiGa ; preparation ;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;::;:::;:::::::: : :forins: : include: :th6se; :f or: -adiainistratibri : by : :irij:ectibri ; pir ; ; ;;;;;;;;;;;;; 

::::::::::::::::::::::::::::: inf USl ori, : : for: :exampie , : : Sterile : parenteral : solutions : or :;;:::■;:;::;:; : 

:::::::::::::;; ^ ^ suspensions , ; especially for; adTainis-tration ; directly ; into;, ; ; ; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;pr; ;ihto ; the ; area; ;pf;,; ; ;the ; ;extraceilular ; matrix ; component, ; ;;;;;;;;;;; 
:::!::;::::::::::::: :25 ;;;; ;e. g V ; cpHiageri^ ;cbmprising ; t:issue > ; ; for; ; exampie>; ; by ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

;;;;;;;;;;;;;:;::::::::::::: :SUbCohj:Unctival> :: subcutaneous:/ : :int€irpleura;l: :or : intra-: :::::::::::::::: 
::::::;::::::::::::::::::::: peritoneal : :in jection,: : and ; also; ;s;low ; release; ;die;livery ;;;;;;;;;;;;;;;:;; 

::::::::::::::::;::;:;;;;;;; ;systems ,; ; if or; ; example^; ; ;iippsome; ;systems .; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;!■ 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; The ; inyeritiipri ; especially ;prpyide ; ;a; ;pharmace;utiG :::;:::■::::: 

::;;;;:::;:::::::::: 3b ::: : preparation; : : othier i thari: :a : preparation: -suitable : for: :UsiB ^iii; ::;:::::: 
:::::::::::::-:::::::::::::: "the: :eye,: : suitable: :f or : application; ;to; ;a ; wound; ; (Including ;;;;;;;;;;;;; 
::::■■:::::;::;:;;;;; ^ ^ ;an; ;ulcer^ ; ;a ; burn; ; or; ; skin; ;graft; ;cpmpr;ising; ;a; ;matrix; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;!: 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;metallpprbte;iri^ ; ;adyaritagepusly; ; t ::::■:::::::::::::;:;::::: 

:;;;;■;;;;•;;;;;;:;•:;::::: Ipreparatioh : lis ; ;ih; ;the : :f brm: :bf; ; a : sblutibn:,: : -suspehslbri/ : ::::::::;:*::::: 
:■:::;■::::::::::::: 35 ::: : 'Creamv : :biritnnerit , : :br :gel:,: : In: ;which; ;the: ;MMP: Inhibitor; Is^ ;in; 
:::::::::::::::::::::::::::: :a : concentration ; of ; f rom; ;0 • 4 ; ;MCf/ml; ; to; ; 400^ [lJL<3/ml, ■ [ The: ; MMP ;;;;;;;;;:; 



W09S/24921 



PCT/GB95/00S76 



:■■/::■/:[■■':':]:][['::'::::::[: ihhibitpr [ IS \ preferably; ; a : cpllagenase ; inhibitor. [[[[[[[[[[[[[[[[WW]]]]]' 

Oral: : Eoinnuiatiohs may. \ also ibei lusedvi \ ] iThese jmayi ;be I in; ; I : 

::;;:;;-:;;;:;;::;::::::: : : tJie: :f oirm ; of : iiabiets; : icapsules; : ipowderis/ : jgrajniilesy i ;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ ^ 
;;;;:;:;:;;;;;;;;;;;;;;;;;; lc>zengiBs ; or; ;l;iqu;id; ;or; ;gel ; peparations;. ; ;Tablets ; may \be 

;;;;:;;-;;;;;;;;;;;; 5; ;;; ; coated; ;by ; methods; ;weii ; known; ;in ;nppmai; ;phara^ ;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;::;:; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; practice ;; ; ; ;Liqui<i; ; f orTnuiatiphs; ; include; ;syrups>; ; ; ; orai; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

f bimiuiiatloris : may : be : uised; :to: ;treat ; directly; ;cbhditiohs ;;;;;;;;;;;:;;;;;;:;::::::::: 

: suchk as: :stomach ; -uicers ; and ; xaay: ; also; ;be; ;used : to : treat: ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; conditions; ;sy;st ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;:;;;;:;;;;;;;;;;:;;;;;::;;;;;:;;;;:;:;;:;:;;;;;::::;:::::: 
;;;::;;;:;:;;;;;;; :iO: ;;;;;;;;;;;; :The ; ;ihhibit6r;cs;) ; ;may ; ;be; ;dissbiyed; ;pr; ;di;spersed; ; in ; a; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

::::::::::::::::::::::::;:: diluent: :br: :carrief •: : ; iThe: :Chbice; ;bf ;; carrier; :depe!hds ; bh; ;the ;:;;;;;::;;;;;;;;;:::; 

;;;: i ;;;;;;:;;;;;; ^ ^ nature; ; of ; the; ; inihitiitor, ; ;its: ;sblubility; ;and: ^ :::;;;:::;;;;;;;;;;;;;;;;;•;;;;::;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; physiG;ai ; ;prpp;erties ; ; and; ; on ; the; ;methpd; ;and; ;s;ite ; of ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; appiic;atioh ••; ; ; ; For ; ekainpiie>; ; bniy; ;certa;ih; ;c;arr:iers; ; are; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

:::::::::::::::::: 15 : : : : isuitable: :f br : ;prepafatxbns: :for ; use ; :iri: :the ; :eye.: : :::::::::::::::::::::::::::::::::: ^ 

::::::;:;;;;::::;;;;;::;;;;;:;;;;;; ^Carriers ; ;inciud:e; ;ethYi;ene ; glycol;,; :siiyer; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; suiphadiaz;ine ; cream; ;andi ; hypromeiiose.; ; ; ;These ; may ; be[ ; used; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;■;;;;;;;;;;;;;;;; in ; creams ; and ; drops >; ; ; ; An ; acetate; ;buf f er; ;systeTn; ;may ; ;aisp; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; be ; used;.- ; ; ; -Further ; pharmaceuticaiiy ; suitable; ;m'ateria;is; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::::::::::::::::: 2(y : : : : that: ;may: :be: : incorporated : in : pharmaJceuticai; :prepa:rations: ::::::::::::::::::::::::: 

;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;inciude; ; absorption; ; enhancers;,; ; ;pH; ;regui;atO|rs; ;and; :buf fers;, ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; psmpiar;ity ; ad j usters , ; ; emollients;,; ; ;d;ispersing ; ;agents ,;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; wetting; ;agehts;> ; ;sur£a;ctahts> ;; thickeners;,; ; ;opacif iers>; ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::::■:;::;::;::;;:::;::;;:; preservatives ,; ; Stabilizers; ;ahd : ahtibxidiants',: ; :f bamihg ::;;::;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ -ag^^^^s ; and ; f laccuiants;,; ; :iiibricants ,; ; co^iourants; ;and; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;f ragran;Ges ; ;(genera;iiy; ; only; ;in: :prima;riiy; ;cb;sm^ :;;;;;;;;;;;;;:;;;:;;;;;;;:;;;;;:::;; 
;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;preipiaratibns); ;;;;;;:;;;;;;;;;;;:;;;;;;:;;;;;:;;;:;;;;;::::;;:;::;::::;;:;::::;;::::::::::::::::::::::::::: 

::::: L; ::::::::::::::;;;::•;::::: - ^ :Gels : :ahd : lipbsom^eis : -may : be : the : preferred : :deiivery: ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

:::::::::::::::::::::::: method : When : the : inhibitor ; is ; an ; antisense ; molecule;.; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;:::;;;;;;;;;;; 30; ;;;;;;;;;;;; ; Preferably; ; a ; medicament ; according ; to ; ;the ; present; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;"':■;;■;;;;;;;;;;;;;;; ;ihYehtibh; ;i;s; ;appiied; ;d;irectiy; ; to ; an ; open; ;wbund; ; or ; ;is ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
::::■:■;::::::::::::::::::: :ihjected; ; directly ; ;irito; ; the; ;s ; ;of : ;tis&ue; ;cbntractibrv; ;;;;;;;;;;;;;;:::;;:;;;;;;: 

:;:;:;:;::;:;:::;:;;;;; :suitable: -medicaments: may ,: : however, : :be: applied ; to: :the : skin: ;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;surf ace ; where; ;tiie; ;t;issue ; ;to: ;be; ;treait;ed; ;is; ;bGiow; ;that ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 3 5 ;;; ; ;surf ;ace ^ ; ; the ; active ; ingred;iervt; ; then ; being; ;absprbed; ; by ; and; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;:;::::;::;;::::::;::::;;: ipassihg : through ; the ; skih^; ; ; ; penetr^dtiori; ;enhancers: ;ariB ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
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preferably: : incbl^brated : iri : isuch: imediciaiaehtS:; ^ 

;;;;;;; I ; ;Med±Gaments; ; accjording • to ; the ; present: :iny€^ntion: :::::::::::::::::::::::;::::::: 

:::::::;:::;:;:::::::::::::: comprising: :MMP: ii'hhifaitbrs >• for example>| ; COllagenase ':::\::\]':[:\':':\':\\\':[\'-[':':':[[[ 
:;::::::::::::;:::;:::;::::: ahhibitbrs:/ : :f br : usk : in : the : inhibition: :bf: : the; :COhtractibh :::::::::;::;:::::::;:: 
:;:::::::::::::: :5: of : tissues comprising: 'extraceilular matrix : cbmpbrieints , : : 

I ; I I ; I ; ;f or ; examplie/ ; collagen^coiaprising : tissues^ ; ;may: contain :::::::;::::::::::::::::;::: 

\::\'\::[:]'\]:]'\\:\:':'\\'::'.'.':'\ further ;pha2naaaceutiG^ [[fpr] ;e;Xjample; : 

:::::::::::::::::::::::::::: ahtibioticis>: ; antifungals:/ : IstisroidS:,: : :ahd : further ] ehzyine 

^ ::::::::: : inhibitors , for example , serine protease irtiibitbrs (as: :::::::: 

[[':[[[[[[[[[ :['::':[\\iO:\':':': dissGribed '■ above);. ; ; ; ^Further ; coiDponent& ; for; :certa;in ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; indications; ;inci;ude ; growth ; or ; iieai;ing; ;pTOmoters; ; such; ;a;s; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;:::;;::: epWermal ; growth ; f actbr : :(EGF): >• • f ibrbnectih ; ;ahd ^ 
:::::::::::::::::::::::::::: aprotinin ; : : : 'As: :mehtibhed: : above : cytbkine : irihibxtbrs : may :::::::::::::::::::::::;:: 

:::::::::::::::::::::::::::: also: :be; ; included: •;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;i5; ;;;;;;;;;;; ; ;The; ;inhibitors ; will; ; generally; ; be; ; used ; ;in; ;i;iquid; ;and; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; other; ;nbn-spi;id; ;f 00^ ;hayingi ;cbhcentratiGns ; of ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

;::::::::;:::;:::::::::::::: arouhd ■ 0 ;:4: ito^ : 4QdMg/ml ;: : : : ih : sbmie: casesy: : however; [ :higher: :::::::::::::::::::::::: 

:::::::::::::::::::::::::::: concentrations: :may: :be: ;required; ; : : ;The ; total ; amount : ;used ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
:;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ and; ; the; ;dose ; administered; ;will; ; depend; ; on ; the; ; s;everity ; anc3i ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;2;g; ; ; ; ; area; pt ;the; ;cpntractipn>; ; the; ;cphditipn; ;causing ; ;it ; ;and ; the ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; physical ; ;eharact eristics; ; of ; the; ;patieht ; ;ahd ; the ; site; ;a;nd; ;:::::;::::::::::::;:: 

;;;;;;;;;;;;::;;:;;;;;::;::; method : of • adm^ihistratibri; :J ::;:::::::■:::::::::::::::: ^ 

:::::::::::::::::::::::::::::: ^ :The: -following: : nonrrlimi ting: ; Examples ; illustrate; ; the; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

:::::::::::::::;-::;:;;;;;;; ;inyentiori . ; ; ; ;Thie ; ;Examples; ; relate; ; to ; experiments ; ;carr;ied ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 25; ; ; ; ; ptit ; in vitro ; ; the ; teachi;hgs; ; are ; directly • app;i icabie : in ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;::::::: vivo .: : :f br : exeanple/ : :tO: Ithe- ;treatment: :bf : :huiaan's: :and: ::::::::::::::::::::;::::::::::::: 
:::::::::::::::::::::::::::: mamimaisv : :fbr : :exan^ie, : :as : described : in : the: : specification;. ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;';; 

:::::::::::::::::::::::::::: ^ :The : -Examples; ; illustrate; ; the; ;use ; ;of ; MMP ; ;inhibitors; ; in ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
:::::::;::■;;::;;;;;;;;;;;;; in vitro ;mpdels; ;p;f ; ;s;Gar; contract 1 ;ahd; ;p;f ; ;a;rtif;icial :;;;;;;;:;;:;::::::;::::::;: 

::::::;::::::::::: : :3:G; ; ; : ; skiny : : : They; :alisb : include : experiments : vhich; :iHustrate: :the :;::::::::::::::::::: 
:::::::::::::::::::::::::::: lack: :bf : :toxicity : to: ceils: :of: :MMP: -inhibitors ; and : the:ir ; ; ;;;;;;;;;;;;;;;;';,;;;;;;; 

:::::;:::::::::::::::::::::: effect ; on ; Cell; ; morphology;,; ; ; ; Further; ;e;xperiments ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;; ^ ;;;;;:;;; ^ ^ ;inyestigate; ;the; ;ieyels; ;pf ; ;spme ; MMP ; mRNA; ;and ; of ; ;spme; ; MMPs; ':]':\\':\\[':\ ':':\'-\\':':]\ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; present; ] in ; cells ; during 1 cbhtractibhv ::::::;::;::::::::::::::::;:;:::: ^ 

35: :::::::::::: :Figure: : i : is : a: :diagrammatic : represieritatiori ; ;o.f : ;thiB ::;;:;;:::;;;:;::;;;..;:;;;; 
;:::::::::::::::■■:::::::::: results; ; of ; the ;exper ; ;i;.; ' I i It ; ;is :;;;;;;;:;:;;;;•;.;; : 
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:::::::::::::::::::: a graph : showing^ : the area: of: f ibrobiast : populated : collagen: 

:[\[\\\\[\\\[\[]\':\][[':[\\] -gel; Jover '■ timfe; tor 'a\ ;niunb6r: ;pf: :ciilturie: :regimes [[[[[[[[[[[[[[[WW]]]] 

::::::: r ::;'::;::;:::::::::::::: ^ Pigure \2':]is^ [a ] dlagraimati ; representation^ \ Of [ the ! 1 1 i : 
;:;::::::::::::;:::::::::; : ireisults : :Of : thet : experiments: : described: :ih- : Example: :Z : : :It: :i'S: ;::::■:::::::::::::: ^ 

^ ^ ^ ^ ^ - ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ • ^ i i 5 ; i ; ; i histogram : showing; :coiints: ;per: :minxrte: :o:f : :r;adiation: [[[[[[[[[[[[[[[['-[[[[[[[[[[[[[W 
I ;;;;; ; ; Remitted [ by ;Geii;s| ;grpwn ; under ; a; ;miinber: ;af ; ;dif f erent [[][[[[]][[[[][]':]][[]]■.[':]]■[::': 

':':\[[[]:':::\[:\::\':[:::::\[ : conditions v ^ 

:':'^:'::::':\[:]\::':':':::::]\\\\':\::'::: 'Figure : '3A : Is : :a: : diagrammatic: : representation: :Oif : :the: :::::::::::::::::::::::::: 
:::::::::::::;:::::::;:::::: results : :of : -experiments : described : in : Example: ; 3; (a): •: : : : It : IS : : : : : : : ^ 

::::::::::::;:::;;; 1^ graph ^ ;shpying ; meian :l;at:tice : area; ;pf ; :f ibroblast: :popuiated: [[[[[[[[[[['-[[[[W]': 

][':\\[:\\'\\][\]':][\\'::'.\[': ; J collagen [ gels; ;oyer ; time; ; for; ;dif ferent; ;cuiture ; ;regimes;. ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;:;::: 

;;;;;;;:;;:;::::::;:::::;;::;::::::: iFigure : -3B : :is : :a: : diagrammatic : representation: of : the :::::;:::::::::::::::::::: 
:::::::::::::::::::::::::::: results ; ;of ; :expeximents : descr j^ed ; in ; Example; ; 3i (;a;). •;;;; It; ; is; :;:;;;;:;::;:;;;;;;;;; : 

:::;:::::::::::::;::::::::::&; graph ; ;shpvring ; mean; ;i;at:tice'; ;area; ;pf; ; f ibrpbias;t; ;pppui;ated; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;i5 ;; ; ; ;c6;iiageh ; gels; ;aver ; time ; f o;r; ;dif feremt; ;c:uiture ; ;regimes;* ;;;;;;;;;;:;;:;;;;;:;::;::: 

; ;::;;:::;:;::::::::::::::;:::::: ^ :Figure : 2C : :is: :a- : diagrammSTtic : representation: :bf: : the: ::::::::::::::::::::;::::: 
:::::::::::;:::::;:::::::: : :resuits : :o'f : -experiments : described : in : Example: : 3 (t):): *:::: It : is; :::;::::::::::;;;::::: : 
:::::::::::::::::::::::::::: a : graph : :showing : mean: : latt i;ce ; ;area; ; of ; f ibrob;last; ; populated :;;;;:;:::;;;;;;;;;;; 

;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; ;co;ilagen ; gei;s; ;oyer ; time; ; f p;r; ;dif ferent; ;culture; ;regim^ ::::::::::::■::::::::::::: 

:::;:::::;::::::::: :20; ;;;;;;;;;;; ; ;Figure; ;3P; ;is; ;a; ; diagraBUnatic ; representation; ; p ::::::::::::::•::::::::::: 
;;•:;:::::;::::::::::::::::: results : :Of : :experiments : descrifaied : in : Exan^le : 3 (:C) '.:::: it : is i ;;:;::;;;::::: i::::: ^ 
::::;:::::::':::::::::::::: :a : graph: :showing : mean: : lattice ; :area: ; of ; f ibrob;ias;t; ;populated :;;:;;;:;;:;;::::::;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; cp;iiagen ; gei;s; ; oyer ; ;time; ; if or; ;dii;f ferent; ;cultu;re; ;regimes r :::::;::::::::;::::::::::: : 
; ;;:;;;;;;;;;;;:;:;;;;;;;;;;;;;;;;: ; :Figu;re ; ;3e ; ;is; ;a ; diagrammatic ; reptresentatioh; ; of ; the ;;;;;;;:::::::::;;;;;::::: 

::::::::::::::::::: 25: ::: : re'sultis: :0:f : : expel rime^nts : dieSiCribed : in : :Exaimple : 3 |c:) :.:::: it : is ::::::::;::::::::::::: ^ 
:::::::::::::::::::::: a : graph: showing : the . mean: number of: cells: per :weli against ;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;::::::::::::;;; time: :unde;r; :a; ; number ; of ; ;dif ferent ; ;Gulture ; re:g;ime;s;.; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;•;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;F;igu;Fe ; ;3f; ;i;s; ;a ; diagrammati ; ;representa;tipn ; of ; the ;;;;;;;;;;;:;;;;;:::;;:;;; 
;!:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; results; ;of ; ;experiments ; ;described ; ;ih; ;Exampi€i ; ;3 ;cc;) ;.:::: it ; -is ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

■;:::::::•:;::::::: :30: ::;: ^ graph: :showihg ; the : percentage : of : viable : cells : :against ::::::::::::::::::::;::::: 

:::::: :^ :::;:::::::::■:;::: : time: :under: :a; ^ number : of ; ;dif fereiit ; ;cuiture; ; regimeis;. ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;F:igure; ;3G| ; is; ; a ; dlsigraspati ; ;repf esentatipn ; of ; ;the: ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::::::::::;::::::::::::::::: relsults; ; of; ; experiments ; ;described: :ih: :Examplei : :3:(d j :-::: :lt: :is; ;;; i ;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
:::::::::::::::::;:::::::::: a : graph: :shbwihg : :meari : lattice: :a:rea : of : fibroblast : popuiaited :::::::::::::::::;::: 
;;:;:;:;;;;;:;;;:;: ;3:5; : ; : ; collagen; ;gels; ; over; ;time ; :f or ; different ; culture; ; regimes,; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;Figure; ;3H; ; is; ; a ; ;dlagraiimiatic ;representatipn ; of ; ;the ;;;;;;;::::;;;;:::;;;;:;;; 
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xesults : of : experiments: described: in : Example: :3:(c): - : : : :It: :1S: : : 
:a : graph : showing: mean ; lattice; : area ; of; ;f ibroblast ; populated ; 



;cpli;ageh; ; gels ; ;pyer ; time ; ;f or ; different ; culture ; regimes .; 
::::::::: Figure : 4A : is : a: : diagrammatic: : represent a ti;6h ; of \ ;the ; 



:results : of ; the : experimierits : described: :in: :Exainple: :5:( i) :. : : : It : 
:is: a : graph : showing : the mean : lattice : area: of : f ibroblast : : : 



populated ;collagen gels oyer tim^ under ;two different 
;culture ; regimes;, ::■::::::::::::::::::::::::::::: ^ 



10 



::::::::: Figure ; 4B : is : a: :diagrammatic: :represehtatioh: :0f : :the : 
results : of : the : experiments: described; in; ;Exampie; :5;(ii;) ♦; ; 



;it; ;is; ;a ; graph; showing the; ;iaean ; ;iatt;icef ; area; of ; ;f ibroblast 
;pppulated; ;c;oIlagen; ;gels ; ;6yer; ; time; ;uiider; :twp; ;dif f erent; [[WW: 



:CUltur€: : regimes:^ ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::;::::::: 
::::::::: Figure : 4C : is : a: "diagrammatic: representation: :cf: the : 



15 : : : results : of : the: ; experiments; described; in; ;Example; ;5 (iii) •; ; ; 
; ; ; ; ;it ; ;is; ;a ; graph ; ;shpwing ; the; ;mean ; ;iatt;ice ; area; ;pf ; ; fibroblast ; 



populated; cbllajgen gels- pyer time :twb; dif f ereht! 

culture : fegimeis-w ::::::::::::::::::::::::;::::: ^ 



:::::: :: Figure 5 : is a diagrammatic representation; of; the; 
results ; of the; ; iexperiments described ;in ; Example ;6 . ; It is 
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a; ;graph showing; ; the ;meah ; lattice ;area ; of; ;f;ibrpblast ; ; ; 
populated; ;ebllagen; :gels; ;6yer; ; ti^ under :twb: different; 



:culture : regime-Sv :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::;::::: 
::::::::: Figure : iS : is: a reproduction of : a: photograph: showing; 



25 



thei ; results of ; the ; PCR; ; reactions ; described; ; in ; Examplie 4;, 
;;;;;;;; Figure ; 7 ; is; ;a; ; reprpductipn l of • a; photograph ;shpwing; 



the ; results; : of ; the :gelatih: izymography : ahalyse^ :deiscribed: 
in : lExampiei : 4 :.:::::::::::::::::::::::::::::;;.;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 



::::::: Figure ; 8 A ; and ; Figure; ; SB ; are; ; each ; a; ; reproduction; ; of ; a ; 
photograph ; of ; ;a; ; cp;ilagen ; gel ; seeided ; with: :f ibroblasts; ;;■;::::: 



30 



^showing : the degree: ■ of: : contraction: :as: :described: : in: - Example : 



:8v : : : Figure : 8A: :shbws: 



a : control: :gei: :and: Figure ; 88; shows; 



gel : exposed ; to ; inhibitor 



Figure 9a; and 



55! ; i ; ; phptpgraph ; of 



showing 



Figure; ; be \ are; ; each ; ;a; 



a; ;cb;Hageh \ gel! : seeded : with 



the : devel opment : :of : :act in: : stress 



fibres 



ipri; p 
fibroblasts: 



:on: :the: 
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: :SUr£ace; :of : :the: :Cell*S: iaS: idescribed: :iri iExampl^ei ifti; 

:9A- ishOWS : a: icohtrcsl : gel : and : Figure: :9B : Shows : a; igei: :exposed x 
1t^p; ; ir^ibitor - :::::::: 
I : ?i9ure ; JOA ; and [ Figure ; lOB] -are; ieach [ a; ; reproduction^ pf 

::: i:!: r: ::::::::::: 5 1 ; J: ;a ; phojtpgraph ; iof i ibroblaetsi igrpwn [ in iihonblayers ; showing; ; 

: the: :pres;ehce : of : istreiss : fibres: : as : described : Ih: :ExaiCipie : 8 v ::::::::;:::::::::::::: : 

::::::::::::::::::::::::: : ^Figure: ;10A: :shows: : a : Control ; gel; ;a;nd: ;Figure: ;1;0B: jshows: :a ::::::::::::::::::;;::;:;;;; ; 

:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;mpnpi;ayef ;e>qp ;to; ; inhibitor;.; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
:;;;;;;:■;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; Figure ; ;iiA ; and ; Figure ; iib; ;are: ;each ; a; ;reproductiph; ;pf; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

':•:;:;■;;;:;;;;;; ;ib :::: :aL : photograph ; of ; a; ;coiiagen: ; gei; ;seeded: ;with ; :f ibrobiasts: ;;;;;;;;;;;;;; ^ 

:::::::::::::::::;::;;;::;; showing : icellular ; attachments : :as : :descr ib^; ; in; : Example : :8 :.::::::::::::::::::::::::: : 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;; Figure; ;i;ia; ;shpws; ; a ; ;Gpntrpi; ;gei; ;ar^ ;Fiigure; ;iib; ;shpw;s; ;a ; gel; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; ;€ixppsed; ;tp; ; inhibit oir. ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;: 



;i5 ; ; ; ; ; Exai|npies ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;';;;;;;;;;;; 

;;;;;;;; Example l :::::::::::::::;:; ^ ^ 

;;;;;;;; preparation ■ of - ftateriais ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;; (a) ; ; ; cbiiaden; soiutibris ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;:;;;;::;:;::;:::::::::;::::::::::::::::::::::::::: 
;::::::::::;::::: Solutions: :o;f : ;type : 1: :coiiagen; ; were; :prepared : by ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;2p ; ; ; ;; dissolving; ;ippmg ; of ; cpi;iagen; ;in; ;2;omi ; of ; ;p;.; i%; ; ;cy/y); ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;; ;giaciai ; ;acetic; ;acid ; in ; distiii;ed ; water;.; ; ; ; The; ; collagen ; was ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;; ; ;sigma ; typ;e; ;i ; cbiiageh; ;and; wias ; prepared; ;by; ;the; ;method: ;o:f ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;; Bomstein ;MB ; Lab ; invest ; 7134 ■ -ISise:; ; ;:;;;;::;;::;;::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 



;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;25 ;;;; ; ;cb;) ; ; ; Gbncent rated culture Medium - ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; a; ;cp;ncentrated ; tissues ; cui;ture; ;medium; ;was; ;prepared ; by ; ; ; 

;;;;■:;;;■;;;;;;;;;;;;;;;: ;mixing; ;the; ; f oiibwirig: ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;::;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;: 

::;;:::;;:::::::::::::::::: 35mi : distilled: :water ::::::::::::::::::::::::::::::::: ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ismi ; ;ipx ; mem ; ;( Eagle | ;s; ;minimai ; ;essentiai ; ;medi;um) ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;:;;;;;;;;;; ;30 ;;;;; I i ;5mi; ; giutamine ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::;:;;:;:;;;;;;;;;;;;;;;; i ;;5inl ; fungizone ; ; ( amphbteriain : B: 256]^q/ml : of : water): :::::::::.:::: 
;■;:;;:;:;:::::::::::: 1 .;5mi; : 10 /OOO : units: :penicil Lin/;! Omg. : streptomycin ; per ; ml ;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; solution; ; (;soiyent ; is ; water) ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 4 ; ;mi ; 5% ; ;(w/y-); ; ;spdi;um; ;bica;rbpnat ; sbiutibh; ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;35; ;;;;;;;;;•;; ;sbiutibris; ; of ; ; 4 ;;9ini ; of ; ;th€: ; cbncehtrated ; ;cuiture: ;;;;;;;;::::: 



medium : in : 180;il : of: :0 . IM : sodium : hydroxide : solution: were 
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■used; : in : the: pxeparatlori [ of ; cbriagehl gels 



: : (c) Cbllacrenase Inhibitor Solutions and Control [[[\[[[[[\[[\[\[[[[[]][[[[[\:[[[[\[] 

::::::::::::::::::::: :5: ::::::: ^ : iSolutiblVS: ihaving: : three idil^erierit: icohcenferatiO^ 

::::::: ^ ::::::::::::: : icollagenase: inhibitor: : (400,: 40 : and :4 : pq/mi):, :a : buffer: : :::::::::::::::::::::::; 

[\\\\\\\\\\\\^^^ isplution; \ (^pntrofi; ; 1 j ; ; and; ; a ; normal ; growth : medium : solution :::::::::::::::::: ^ ^ 

]:]:]:[]\\[][:]::]\:[:\[[\:[: (ccintroi; 2) [ iweife \ prepared; ;a;s; ;described; ;beic5w;. ; ; ; The ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

:::;:::::::::::::::::::::::: :cbiiagehase: -inhibitor: :USed : was : GMS^OOl: : :(GaIardih ; ;(trade \ \'.:\\[]':\\:\\\\\\:\ ::[■.[[ 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 10; ;;; ; ;naine;); );,;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;';;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; sp/ii ; ;pf ; giac;iai; ; acetic ; acid; ;was ; ;added; ;to; ; iimg ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
^\[\\:\':]\■^\\\':\:::■^:'•^\\ icbiiagehas:e; ;inhib;itc>r; ;and; ;'Uie; ;inhibitpr ; was ; allowed; ;tp ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; -dissbive:.: : : : The: : pff : of ; a : 24 v8:75 ; ml • laiiqubt ; of : setiim-f ree; 

::::::::::::•:::::::::::::::: HiSPES: : (N^ [:2rThydroxyethyipxperazine-N »:r:t^ : sulfonic; \]]\\[\'.\\\\\\\\\\\\\\ 

;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ iacid] ); ; buffered; ;DMEM ; ;(pulbe;cco 's; ;Modif ied; ; Eagle 's; ;Medium); ;;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;Was ; adjusted; ;tp; ;pH; ;8; ; using ; ;ster;ile ; 1M ; sodium ; hydroxide; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;sQlution; ;and : :the ; aliquot ; was; : then ; ;added ; ;tp; ;the ; ;inhibitpr ; ;;;;;;;::;:;::;;;;;;:; 

; :::::::::::::::::::::::::: : :sblUtiohv : : : The: : resulting : isblutibh : had [ ari [ inhibitor ::::::::::::::::::::::::::::::::: 
:::::::::::::::::::::::::::: :cbriceritratiori : bf : :4da : ftg/ml ;::::::::;:::: x :::::::::::;::;;::::;:;;:;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
:::::::;:::::::::::: 20 :::::::::: : : :The: :4:0b ; :/ig/ml; ; solution ; was; ; serially ; diluteid ; with ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;:;;;; ^ ;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; ;serTim--free ; HEPES-DMEM; ; to ; give; ;splutipns; ;cpntaining; ;the ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;:;;:;;:::::::: ;cbiiageniase ; inhibitor ] cbncentratipns; ;pf ; ;4;g; ;and; :4; ;;;;;;;;;;;;;;;; 1 ;;;;;;;;;;; 1 1; 

:::::::::::::::::::::::::::: :^g/mi v 

::::::::::::::::::::::::::::::::: ^ : 'The: :soiutions: :of: :ali: :three : concentrations ; ;were ; then; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;; 

:suppi€imented; ;w;ith ; ip%; ; ;(v/y); ; newborn; ;caif ; ;sieruin,; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; I ;;;;;;;; i 1 1 ;; ; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; ;The; ;buf f er; ;soiutipn ; ;(ppntr6i; ;i;> ; ;was ; prepared; ;by; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
; i I ;;;;;;;; 1 1 ; I ;::;:::::::: ; :addihg: :5om1: :Qf igiaciai; ;a;cetic: :a;cid : to i a: :24y 875; ill iaiiqupt ; ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

:;:;:::::::::::;:::::::::;;: :of : iserum-f ree : HEPES : :buf f ered ; DMEM; ;of ; ;pH; ;8; ; ;(pH; ; adjusjted ;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 
::::::::: i i : ^ ^ ^ ^ ^ i : i ^ : ^ ^ : i ^vith ■ Sterile; ;1M; ;s;odiuin; ;hyidroxide; ; solution ; as ; above);, ; ;th;en; ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; SO ;;; ; ;readjus;t;ing; ;th;e; ;ph; ;tp; ; pH ; 7 >;4; ; with; ;im; ;steriie ; sodium ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;:;:::::::::::::::::::::: hydroxide: :sbluti6n: laind: : finally ; :SUpplemehtihg : with: : 10%: : ::::::;;::::;::::::::::::: 

:::::::::::::::::::::::;:::;: (v/v) : :of : :newbo'rh: :caif: : serum ; ; ( NCS;); «;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; i ; i ; i ; i i i ; 1 1: 1 ^ ; 1 1 1 1 ; I 

::::::;::::::::::::::::::::: ^ The' :norma;l: :grOWth; ;medixm; ; solution ; ;( control ; 2) \ ;was ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:!;;; 

;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;; X : ; prepared; ;by; ;suppiemen;tin^^ ; aiiqupt; ;pf ; ;serum--f r^ :HEpes; i i i ;;;;;;; i i :!; i 

:;;;;;;;!;;;■ 1 1 ; 1 1 ; I 35 ::: : Ibuff ered; ^DMEM! with! ;iO;%i \ (y/v) newborn; icalf ; iserum;! ;;;;; I ; 1 1 ; i ::;:;;;:;;::::; ^ ^ 
;::::::;:•:::::::::::::;::::: n ::: ^ The: :pH: : and: :bsmoiar ity: :bf ; : the: ;test ; and; ; control ;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 
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solutions : were: measured^ : : see: Table : 1 , : : Treatmeht : of : Gels: 
with- -Test Solutions ,:::::::;:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 



/dll '• ^ - Cell' ' Cultures ^ 

::::::::;;:: 5: ::::::::::: : "Cultures: : of : human : :OCUlar : :fibrbblai5t^^ :weris; :grbwn:/ : :in: :::::•::::::::::::::::: 

i ^ i i tte; ;npraal: :way: : (see Kliaw ;P.Tv : :et: al; :l;992 ; for : the; :inethod ;;;;;;; 1 1 ;;;; | 1: | ;;;; ; 
1 1 ;;;;;; I ;;;;;; of ; growth) ; ;untiii ;the; ;mpnpiayers; ; (single ; layers ; of ; ;Geii;s; i ; ; ; ; ! ■ ■ i ; ; i ■ ; ; ; i ! i • : ; ; 

:::::::::::::::::: on : a : :plastic : culture; : disc / ; not : embedded : ;ih: :a; ; matrix) [ :Were [WW: 
::::::::;:::::::::: just: isubconf luiehtv : : : Theiy : were : ;then : removeid: ;f rom : their: ['[[[[W'WWWWW 

■ ::;;::;;; :io; []'■] substratum; ;via: ;a ; trypsinisation; ;and; ;were ; perieted; ;by; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; | | 
centrif ugatic^ ;at; : 3p:po ; ;xg; ;f or : iminutes •; ; ; ;The; ;supernatant ; ; 

\:'::':'::'::]'.\':':[\'\:: was! [ then! discarded! !and: ithe [ ice 11! ! pellet; iresuspended; In; ;i> 
:::::::;::::::::::: ml : of : newborn : calf : :ser\nn:; : : : ;ibO : /il : of : thei : suspension : waiS; ;;;;;;;;;;;;;;;; ^ 

:;;;;;;;;:;;;;;;;;; removed; ; a^nd; :counted ; :in ; ;a; ; coulter; ;counter ; ;{Model ; ;ZF);. ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; | ^ ;;; ; 



^ - Collacreri ■ jSetls ! i ::::::-:::::: x 

::;::::;:::::::::::::::;:::::::: ^ :Each : cbilagen: ;gel: :had: a: : final: : volume : of : i:.:l : mi : made: ::::::::::::;:;:::::::: 

:;:::;;;:;;;;;;;;; ^ ^ ;0;. 6 ; ml ; ;of ; ;a; ; solution; ;o;f ; ;type ; 1 ; ;coll;age|n; ; obtained ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;! 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; according ; to ; ; ( a ); ; abpye>; ; ;p;. 35; ; mi; ; of ; concentrated ; ;cuiturei ;;;;;;;;;;;;;; 1 ;;;;; 1 ; 

20 : : : : medium ; prepiared; ^accordinig %o [ {b) [ labpvev ; landi 15 ; ml I of I i ;;;;;; 1 1 1 1 1 1 ;;;;;;; 1 1 ; ! 
:::::::::::::;;:::::::::::: cell: :SUSpenisioh: :COhtairiing: :l6d ,66b ; cell is : prepared : aS: :::::;::::;:::::::::::;; ^ ^ 

::::::::::::::::::::::::::: described : :ih: : (d): : abbv'ev :::;::;;;;;;;:;;;;;; ^ ^ 

::-:::::::::::::::::::::::::::::::: :Triplicate; ;geis : were; ; made ; ;by ; ;adding ; ;l;- OSml ; ;o;f ; ;the [\\[\\\':\\\[':[':]':':\][[[':\[[ 
;;;;;;;;:;; I ;;;;;;;;;: 1:;; ; ;cpnGent;rated;- ;m^ ;tp; ; l . ;8ml ; of ; the [ type • i; [ collagen 

:::::::::::::::::: :25: : : : : sblutioh:/ : mixing : irapidly : arid : theh: :adding: :G:^ 45ml: :bf : :a ; cell: :::::::::;::::::::::: 
:::::::::::;::::::::::;:: suspension : cbntaining : 300:, 000: ceils and: :Taixing; ; rapidly •; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;::::;;;;;;;;;;; iml; ;a:l;iqiiots ; of ; this; ; gel; ;were ; thein; ;added ; to ; petr;i; ;;;;;;;;;;;;;;; | ;;;; 1 1 ;;; ; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;dishes ; ;(area; ;= ; 8cm^); ; ;and ; then; ;the; ;dishes; -were ; rotated; ; so 
\W:::::::::\:l::::::\\::\: ithat [ the| igels ] were ■ evenly ; distributed : -acrbss • ithe • fepttptiis 
:::::::::::;::::::: ab: :::: bf : :the : dishes : : : The: :gels : were: : then : Incubated : :at: : 3:7:^ C : in :::::::::::::::::::::::: : 
'/W::'::'.'W'..\::\\':\:\:\:::]]5i: :Cb^ : :in : air: until: : they : :had : sol idif led : :(usuai:iy : 3: : to: : 5 :::::;;;;;:;;;;;:::;;;; : 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; -minutes) ;. ; ; ; An ; ;area; ; of ; th^ : 9^1 : wa;s; ; thfen ; dietached; ; from ; the [[[[[[[[[[WWWWW'W: 
:::::::•::::::;:::::::::::: ledge ■ pf ; each; ;petri; ; dish; land; ;3ml \ of ^ Inprmal : growth! -medium; [\\\'::::]':[\'.:::'.:[':['.':': 
::::::;:::::::■:::::::::::: :sblutibn: : :Ccbhtrbl ; :2-): y. : :ihhibitor : test : sblutibri : or: :buf f er : ::::::;:::::::::::;::::: 
•::■::::::::::::::: 35 ::: : 'sblutibn : Xcohtroi : :1) >: : were : added. ; ; ; :E:ach ; gel; ; was; ; th .";;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 



;fully; ; detached ; ;f rom ; the; ; edges ; and ; bottom; ; of ;t^ 



wo 95/24921 
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dish : so : that: : freis- f loating: gels- were: iobtaihed 



Treatment of: Gels with- Test : Solutions []][[]':[][':]]]':][[][:][]]':[':]':]':': 
The : gels >• i after ; splidif ic^iphy ; :were ; treated; ; for ] 2A ] 



:hours: :with : ;3iai : of : each: :df: :the: :f ollowing: itest : solutions i: 
Table: i : i; :::::::::::::: i:::: ^ i ::::: i :::: i : ^ 



Test Solution [[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[W] 
X) : :CoIlagenase ; inhibitor at [ AOOjig/ml] 



dH Osmolarity : 



10 



;2:) : iCollageriase : ihhibitbr [ at ■ 46 fig/ml 
3) : :Coliagenase : inhibitor : at : Aiig/ral ; : 



7v8 
7.9; 



339; 
329 



:Buf f er; ; Ccontrol [iy[[':[[]\\\[:\[':\\':[[\':[\': 
;Npinaal ;grcw mediuin; ; (Gontrpi; -2;) ; 



7.:8: 
7.8: 



4:04: 

:3:3i: 



]\:':'\\[ ; ^The test: :ahd : cohtrbl ^ solutiohsi :were: -rieplaceidl by- ;3itil| 
of: the: appropriate : if reish : isblutioh: after: :24: :ho\xrs ; : :::::::::::: 



15 



Photographs : of : the : gel: : areas: were ; taken on : days : :1: : and 
and wiere t^^n digrtisred, The- resulting- ^ata : yf^P^ ::::::: 



processed; by; ; a ; computer; aiid ; the ; gei; ; areas ; Were; ;;;;;;;;;;;;;:;;; 

;calc;ulated i ; ; ; ; Phaise-contrast ; photographs; ; were ; taken : of ; the ; 



20 



top : and : middle : of : each: :gel : after: : 1 and : 2 days . 
Results ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 



; : The changes in ;area observed for ; the collagen gels 

;oyer the ; 2 ; ;day ; test; ;peripd; ;are ; ;shbwn; ; in ; Figiire; ;i*;;;;(in;; 



;Figu;re ; ;i; ; incg; ; represents ; micrograms ;:)::: It ; :cah ; be ; sieen; ; from ; 
the : results : that: a:!!: the : solutions : of : :coiiagenase; ;;;;;;; 



25 



inhibitor; inhlbitejd; the contraction ; of ; the ; cc>lla;gien ; gels 

in ;Gpmparis;b ;with ; the ;bu;f f er; ;spiut;ibn ; ;( control ; ;i;); ; ;and ; ; ; ; 



;the ; normal ; growth ; medium ; sblutloh; ; (cbhtirbi; : 2);^ ; ; ; ;The : ; ; ; 
;ainbunt ; ;o;f ; inhibition; :observed: was: ;dose : dependent ;: the: 



30 



Bolution: :with: 'the: highest : inhibitor ; concentration; showed; 
the ; strongeist ;inhibltipn ; of ; gel ; cpntractibn;,; ; ; ;The; ;buf f er; 



;sblutibh; ; ;(cbhtrbl ; ;i); ; ;alsb; ; showed; ; some ; ;ihhibitbry :;;:::::::: 
pfbpert ies ; ;ih: ;comparisbri ; with; :the : inbrmai : -growth : medium : 



:soiution: : :(;COntrol 



when 



35 



nase 



cbriceritration • 



2): : but : the ; ef feet ; was; ; not; ;signif icant 



compared; to; ;th;at ; exhibited ; by ; the 



inhibitor 



At 



sbluti;bri ; bf ; ;eyeh ; the; 



the::end;:bf: 



the ::tests 



buff ered; ;Gbi;- 
Ibwes't 

the:: eel Is: in 



the; 
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-COlleigen : gels: jwere : still : ;alive: :and: ;phase : O ntrast ::::::::::: 
i : I i ^ ^ i i i ^ :tticrc>scppy; ;shpwed; ;tiiat; : they ; :appeared ; to ; be; .viable.: 
Discuss ibh ^ 

^ 'it; iappeairs : that: ;MMPS : arej \ irivblved; |in; \ fibroblast; ; ; ; ; ; 
i: 5: ; : ^mediated : contraction: :of^ collagen ; and ; that; :the; iiise; ;C>f ; :aii| 

;; ^ ^ ;;■ ^ ::•;;:;;;;;;; ^ ^ inhibitor ; ban; ; restrict : contrajction; ; without; ;kiliihg ; the ; ; 
: ' ■ : ■ I ■ ; i ; I ! X i ; : X ; ; ; ; I ; ; : cellsi: i \ -Furtheinnbre \ ;the; ;ambuht; pt \ irAibition; ; ; ; ; ; 

::;;::::■::'::;::::::::: dependent. : ::::::;:::•:::;::::::::::::::::::::::::;::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 



;;:;:;;:;:;;;;; 10 ; ; ; ; Exathpre 2 \ \\\:\:\\'^^^^^^ 
: ; ; ; ^ : i ; : ; : ; : ^ : : : i i : i ; ; ^ ^ ;The ; itbxicity; ; of: ; GM6P0i; : ;(Galardin ; :( trade ; namel j; ; and; ; a ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

::::•::::::!;•:;::::::::::: second ; collagenase: iinhibitori iGMi^ss; : fai ; deriyative; iof ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

:::::'::■::::::::::::::::: GMeOOi) : t.O : fibroblasts : wias : tested : :at: :VarioUS ::::::;;::;;::;;;;;;;;;;;;;;;;;:;:;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;; cpncervtratio \\\\\'-^^^^^^^^^ 

::.;.;;:;;::;;;;;: ;3.5; ;;;;;;;:;;; ; ;The; ;tpxiG;ity ; pf ; the ; injiibitpr^ ;by; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;; i ;;;; i i ■ | 

measuring : :DNA : syhthesas ; by \ tritiated; ;thyiaidine; I i i ! ! i i i I ! ! ! : 1 1 1 1 ; ! : ! I ! : : : : : ! : : : : ! ! : : : : : 
■::::•::::::::::::::::::::: incorporation:: : : :The: :assay: :Wais: iadapted : :f rbm \ a \ procedure; 1 1 1 i ; ^ 1 1 ! i : : : i i ; : : : ; ! : : : : ; 

;:;;;;;;:;;;;;;;;;;;:;;; previously ; describjed ,; ; woost , ; ; P. G;. ; ;ei:: ;ai; ; 19-92 •;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;::;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;; ;Kinnan ; ocular ; fibroblasts; ; i(Tendpn:*;s; ; capsule; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;; 
:::: I::::: i :;::::;: i2ia :;: : :f ibrbbiaists) ; iweire ; cui:tur:ed; ;in; iTriihix; ; f PMEM/F-?-;P/M-i9;9;y I ; I ; 1 1 ! ; ; ; 1 1 1 i ; ; ; i ^ ; ; ! ; ; ; ; ; 

::::;;::::::::::;:::::::::: :ceii: : culture: :medlUin: : (available : ifrom : GIBGO/BRIi): ^ 
::::::::::::::::::::::::::: :suppieiaented: :with : 10% : bOvine ; palf ; ;Sierum : and ;groiwh ; tO ;;;;;:;;;:;; ^ ^ 
;;;;;;;;•;;;;;;;;; ^ ^ ;ebnf:luenGy ; in; ;T-75; ; tissue ; culture; ; flasks;: ; ; (Thait; ; is; ; flasks; :;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
; ; : 1 1 : ; ; ; ; : ; ; ; I i ; ; ; I ; I ; ; ; ; I Jhaylng; ;a; ; surface; ;area ; of ; 75 ; 0x0^, ,;>;;; ;The ; Icells; ;were ; 3pl;it ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

; ; : ; I ; ; : : ■ : ; : 1 1 ; ; : ; 25 ; : I ; iandi iseeded; into: : 24; ; weii; ;piates; ;at ;a ; density : of : ixio'^/veii; 

:::;■:::::::::::;::::::::;: :in: :1; Oml: : of : mediuni : wit^; :i:6%: :bbvine: ;calf : serumv : ; ;The; IcellS; ; - ■ ; I ! ; I ; ; ; ! ; i : i ! ; 1 1 i 

;; ^ ;;;;;;;;;; ^ ;;;;;;; ^ ^ -yere ; incubated ; ;f or ; 24-^36 ; ;hpurs; ;or; ; until ; the^y; ; reached; :6br ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;7;o% ; conf luency v- \ ; -The; ;Tnedium; ;was ; ;then ; chaniged; ; to ; serum-^-; ;;;;;;; | ; | 1 1 ;;;; 1 1 1 ;;; ; 

::■:'::::::::■:::::::::::: free : Tr imix : and : the : cells ■ were : ihciibated ; for : an ;;;;;;;;;;;;;;*;; ::;::;■;;;;;; i ;;; ; 
::::::::::::::;:: :3CI ::: : -additional: :2:4: :hours; : : : :The : cells: :were ; thein; : incubafeed : in : 
;::■;:::.;:::::::::::::::: :: quadruplicate: ; wells : for : 2:4; ; hours; with ; i;;6; :MCi/weii ; ^.'At. :;;;;;;;;;;;;:;::;;;;;;;:; 

;■::;■; I :;;;■;;•■;;;;;■;■ ; • ; thyiaidine; ; in : the; ; f oiiow-ing ; conditions;: ; ; ; ;s;erum>^f ree ; medium ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
::::::;:;:::::;:::::::::::: iTrimiix): >: : medium ; plus; ;i;p% ; ;serum;,; ; ;inedium; ;pius ; 10%; ; serum | ■ | i i ! | i ; i ; I x ■;;;;;;;;;; ; 

::;:::;::-::::::::::::::::: and: :vehici e;: : ialone: :or: :with : the : inhibitors:^ \ : : :The : vehicle i ^ i : I ! ! i ^ i i I x ; I ■ ; ! i ■ ! ■ | 
::::;:::::::::::: -3:5: : : : : was: :a : buffered: :acetate : :soiution:* : . : The : sblut ions ::::::::::;::::::.:::;:::::::::::::::: 



cpihprisihg; ;medium; ; with; ;ip% ; ;serum; anid; vehicle ,; ; alon ; or 



Wp;95/24?21 



PGT/GB95A)0576 
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i ; i ;;;;;;;;;;; ^ ^ ;with - inhibitorsv ■ were prepared: :by: :the • methbd : described :-ih['.\[\\\[\\\]':\\':\\[[:[ 

:::]::::::::::::::::::':':::: -Exainple ; l-, ] section; ; ;(cj ■ ;aboye;,; ; fusing: :Trimix: Instead ; of ^ ^ 

: the: :HEPES; :buf f ered [ DMEMv ; \ ;The; ^ir^ibitors ,[ [ GMSpQI ; and [':':[[]':':[]':':':':]':[[[':':':]][':':[[[ 
::::::::::::::::::::::::*::: :GMi489:/ : were: : each : tesited : at: CohceritratioriS: :Qf: BOiOr .SyO^ ::::::::::::::::::::;::: 

; i ^ ^ • iand; ;a. 8 '■ p^/ralv ; ; ; At ; the; ; end; ;of; :tbe: iiricubatibn ; period,; ; the; :::::::::::::::::::;:;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;we;ils; ; were; ;washed; ;3; ;tiiaes; ; with; ;PBS ; ;and ; fixed; with; ; 12:. 5% :::::::;:::::::::;:::::: ; 
:::::::::::::::::::::::::: : :TCA: :for : :iO: imih ; ;fbiibwed; :by; ;iriethanbi; ; f or ;io; ;iiiin;. ; ; ; The; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
:■•:::■:::■::::■::■■•■■:::■ 'plates: :were : air : dried : and : the; :ceiis : s6ixibiiiz;ed; ;ih; ;i. oini; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ .;?; ;n ; NaoH; ;at; ;3;7;* c ; for ; i; ;hour ; ; ; ; iiadioactivity ; was ::::::::::::;;:;;: ^ ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;io; ::: : deterinined; ;by; ;i;iguid; ;sGintiiiatibn; i^^opp^i; ; 9? ; '^^; ;:;;;;;;;;:;;;:;::;::: 

;:::::;:::;::::::::;;;;:::;: sblubilized : :cislls v ; ; ;The; ;experiinents ; shpw; ;that ; there ; ;is; ^ ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

:::::::::::::::::::::::::::: significant : toxicity; ;at: : any: :df ; : the; ;c;ohcehtratiGhs ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

:::::::::::::::::: i :;:::::: ; tested;, ; ; ; The ; results: :a:re : ;shown: : in: : Figure: ;2: ; : : In: : Figure: ; 2 ::::::::::::::::: ^ ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; sfi; ;and; ;S;F2 ; ;staind; ;f or ; ;sjBrum-friBe ; medium, ;; 10%; ;f or ; medium: : ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

:::;:::::;;:;:::::: :i5: ;;; : pluis; :iO% ; ;sisruiri>; ; Vl ; ;and ; V? ; ;f or ; med;ii4m ; plus; ;ip% ; ;serum; ;and :;::::::::::::::::::::::: 

::::::::;::::::;:::::::::: :: vehicle: :a'nd: ;the : other : :r)e suits; ; are ; for; :the; ;inhibitpr; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

:::::::::::::::::::::::::::: solutibris; : Xcomprising : also : media ; piUS; : 10% : :SerUTn: ; and: :;;;;::;;:;;;;;:;;;:;;;;;;;;;:; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; vehicle); .;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

■'■\^]^^^^^ ;F;igure; ;2^ ;shpws^ ; the; ; thymidine; ; incorporation; ; of; ; the; :::::::::::::::::::::;:::: 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 20 ; ; ; ; ocular ; fibroblasts ; ;at; ;dif f eren;t; ;cpncentrati;6n ; of ; ;each; ::::::;::::::::::::::::::: 

;;::::;;;;;;;;:;:::;::;;;;;: coliag:eha:Se: ;ihhibitorv 



::::;:::;::;;;:;:;;;;;;;;;;: Discussion ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;::;;;:;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;;:;;:;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ ;it; ;can; ;be; ;seen ; that; ;there: ; is ; no ; significant; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;:;;;;:;;;;;;;;;:: -.is'. ; ; ; : reduction ; in ; ^thymidine; ;uptakie; ;eyen; ;with; the ; highest; ;;;;;;;;;;;;;•;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;:::::;::::::::::::::::::;:: concentrations: ;Qf : :the: : inhibitors v : : :This : ;ihdicates : :that; 

:::::::::::::::::::::::::::: the" : reduction : in : collagen; :contraction : found : when: :usihg. ::::::::::;::::::::::::::: 

'.-'.'^y'^'y^'-^-'.'-y.'.'.''-^' cpiiageiiase; ;i;nhib;ito;rs ; ;is; ;not ; ;due ; to ; ;inhibition ; of ; cell; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; prbiif eratipn^ :['\\\':\\:\\][]\':'::':::\::\:\\ 



;:::::::::::::::::::::::::::::: ^ : In: : the: : following: :Exampies : methods: :and: :mater:iais: ::::::::::::::::::::::_:::::.: 

:'::::::::::::::: i ^ : i ^ ^ ■svUfc>stanti2i^ ; as ; described ; ;in; ;Exaimpie ; 1 ; ;are ; used; ; except; ;;;;;;;;;;;;■;;;;;;;;;;; 



where; :it: ;i;s; ;ihdie;ated; ;tb ; the; ; contrary ; 



WO?5/24?2L 



PCT/GB9S/00S76 



Example: :3: :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: ^ 
^ ^: -This; : expieriment: :was: ideisigned : to : ariveistigate; the 

^ ef f ecrt; \ qf [ the ; f ^llbwirig; IMMP; ; irihibitors :: : Galardiny : :Bi3r-9.4: [[[[[[[[[[[[[[[[[[[[W]] 

i h ; i : i ^ and : ant ifcodies ; ; to: :mkps i ^ ; and \s,[ pn[ ocuiaLr 

5; :;: : fibroblast: :inediated : cbllageh: ^contraction. [[[]':][][[[][]':]][[]]':':]':':[][■.]':]]]::::[::::::::: 
:::::::::■■:::::::::::::::: ^ :TtliB : pr eparait ion :of : materials : was' : as : described ; In | \ ':[':'.[\\[[[\\[[:][::\'.::::: 

]]]\\\]]\]\]\\\\]\^^^ Exeanplei : 1 ] aboviB; ^except : Jwhere; : indicated; : : : Test: :solutipns; 
:::::::;:::::::::::::::::::: were: :USed : :ih : ^approximate ; 3| ml: : dOSes . ; ; ; Tpr '■ all ::;;::::::::::::;:::;:::::::::: ^ 

contraction! ^experiments cell: ImoiiihplQ^^ iv/ajs; mprii^^ :1=^; : : I : i : : : : i : ^ 
:::::::::: ■;:::::::: 10^ i : phase : contrast :microscopy: : and: :the : growth : mediiiiii : y^'a.s ::::::::::::::::::: ^ ^ 

\]\\[\\\::':':\\:':[[\\\:\\\\':': changed ; every ; 3 ; ;to; ; 4 ; days:. : I ; : 1 1 1 1 : ; I ; ; ; ; i ; ; ■ I i ; ; 1 1 : 1 ; ; 1 1 1 ; : 1 : 1 1 ; ; ; ; ; ; ; ; ; : I ; ; 1 1 ; I ; ; 1 1 ; ; I ; ; ; ; 1 1 ; ; ; I ; ; 



:::::::: :a:): :::: : Cell • number dependence I::::: I ^ 

::::::::::::::: : "Collagen : gels: : wer e : :seeded : :With [ either \ IO;o;,;Op;p; ^or [[\\':]\\':':\\[\:':':[\[:[:[':':': 
15 : : : : :5 00 ^ 000 Ceills ; : : They : were : exposed: :to: : inhifaitoir: : and; ::::::::;:::::::::::::::::::: 

icohtTOl ; sqliitipns ; cbn]{)ris:ing : 40 : ^xg/ml ; :and : 4: ;Mg/mi: : of :::;::::::::::::::::;::::::: ^ 
:::::::: :Gaia;rdin : or : equimolar; ] hydrpxamic ; acid; ; (cpntroil ); ; at; ; an; ;:;::::::::::::::;;;; ; 

:equivaient : to: AO :ftg/mii ' of : Galardih; ; (IOOmM); : ;(made; ;up; ;as; ::::::;::::;::::: ^ ^ 

;;;;;;;; ;described; ; in; ;Exampie: ;i;(c): : above);;: : ; The \ gels; :were; : ;;;;;;;;;;;;;;; ^ 

20 ; ; ; ; ;m6hitpred; ; f p;r; ;?; ; 4ays;*; ;;;;;;:;;;;;::;;;;:;;:;;:;;;;;;;;:;;;;;:;;;-;;;;;;;;;;;;:;;:;;;;;;;;;;;;;:::;;;:;;; 
;;;;;;;:;;;;;;;;; -For ; results;/ ; ;seiB; ;F;igiires ; 3a; ;and ; 3b« ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;:;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;; -Figure ; ;3a; ;shbws: ;th;e; ;r:esiiits ; ;f or ; the; ;cpiiagen; ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::::::::: lattices : :(gels); ; populated; :with ; 5d;d;,"Q0<j; ;c;eli;s; ;per; ; lattice,; : i ::::::::::::::::: : 

; ; ; ; i i ; ; ;The; ;mean ; lattice ; area: :is: ipiotted; iagainst : time: : (in : :day&) ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;25 ; ; ; ; ; for; ;gels ; treated ; with; ;each ; of ; ;the ; three ; solutions •;;;; As :::::::::::::::::::::::: : 

;;;;;;;;; may; he ; seen,; ; the ; contraction; ;pf; ; the; ;g;els ; exposed; ; to ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ : : 

::::::::: inhibitor : solutions : :is ; ;much ; less: ;thah ; that; ;pf ; ;geis ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;:; exposed; ; to; ; the; ; control ; :soi^^ : ; ; :Figure : 38: ;shbws; ;the; ;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 
;;;;;;;;; Results; ; f p;r; ;the; ;cpllagen ; lattices ; :populated : with : 100:/ bad: :::::::::::;::::;:::; 

;3:6; : ; : : cells ; ;per ; ;iattice;^ ; ; ; ;Again; ; the; ;mean ; lattice; ;ar3a ; ;is: ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
::::::::: plotted ; against; ;time ; ;£ or ; each; ;pf ; ;the; ;three; ; regimes;.; ;;; As ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
: : ^ : i : : : : may be : seen:/ ; :the * :contriaction ; of : the : gel s : :exposed ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
;;;;;;;;; ;inhibitpr ; ;splutipns; ;is; ;much; :less; ; than; :that ; of ; gels; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;; ;exp6sed : to ; cpntrpi; ; solutions.; ; ; ;c6mparing; ;Figures : :3A; ;and; ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

; 35 ; ; : ; ;3B: Ishows; ; that ; ;the ; cbntraction; ; pC ; lattices ; populated; ;with ;;;:;;:;;;:::;;:;;:;; 

:;:::: :5ob " 000 : ceils : :per : :i iattices: ; IS ; greater; ;thah ; that; ; of ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
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^lattices; populated I with; 100 ,000 cells [ under; ;the ;saiae 
;cbhditiohs i : ::::::::::;::;::::::;::;:::::::::::;;;;;;:;::::: 



• Discussion ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
;;;;;;;;; The; ; experiments ; ;epnf irmed ; ;that; ; COTtract ipil ; ;is ; 



stronger; :wheh: ;there: is; a higher cell: cohcehtratiori ;ahd ; ; ; ; 
that ■ the: : same : dose : of : inhibitor : cannot : then: :prbvide : such; 



good inhibition as ; when there is a lower cell 

;cbhceht:rati6hi.; ;;;;;;;;;;:;;;;;;;:;;:;::;;;:;;;;:;:;;;;;;;;;:;::;;;; 



10 



:b:) : : : : Reversibility : ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
collagen gels were prepared and seeded ;with 



;f;ibrpbi;ast& ; ;( 1 ; x; ;io5 ;eells/ lattice ; ;(gei;): ); ; as ; described; in; 
:Exampl€: : i: above; : ; : ;They: :were ; exposed ; to : irihibitbr : arid: :;;;::::: 



15 



control : solutions : :in : the : following : ways:: ;;;;;;;;;;;;;; 
: (i): : Continual ;expoisu re; :to :co^ntrol: :solut:lon (Trvedlum; 



;Gprit;aining"; :hYdroxaTn;ic ; acid); ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

(11); cohtinual ; ;expipsure; ;t;b; ;inhib;itbr; ;sb;iutipn ; ;(medium; 



:cbritairiing; ;4/ig/mi : :Gaiardiri); ;;;;;::;::;;;;;;;;;;;:;;:;:;;::;:::;:;:::;::;;;: 

: ( 1 li ) : ;continual : exposure : :tb: inhibitor; solution : (as (b) ) 



20: 



until: day 14: post seeding and ; then; replaceiaent; ; by ; control; 

;spiutipn ; ;(as; ; ;(a;) );;;;;;;;;;;;;;;;;•;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;::;;;:;::;;;;;:;;:;::::::;::::;;;: 



(Iv) : : lattices; ;were ; allowed; ; to ; contract ; for ; 5 ; days; ; arid; 
;then ; were; ;coritinuailly ; exposed ; to ; cbntroi; ;solutibn ; :(as; 



25: 



: (a); ); ; for ; 25i : days:; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
: (y); ;iattices; ;were; ;allowed ; to contract; ;f or ;days ; and 



;theh ; were ;cp;nt inuai;iy ; ;exppsed ; to ; irihibitbr ; sdlut Ibh ; ; ( ias ; 

; (b); j; ; for ; 25 ; days;; ■ '■'■'^■■'•^ 



: (VI j: : lattices: ;were : aiiowetd :tb :cbntrcict ; :f or ; 5: days ; and 
•then : were; continually; ;exposed ; to ; inhibitor ; solution; ; ; 
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; (itiediuiri ; ;Gprit;airiihg ; ;4p/fg/mi; ;Gaiard;iri) ; ; for; ; 25; ;days .;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;; The ; test; ; solutions; ;were ; iniade; ;upi ; in ; accbrdance; ;with ; 



:Exainpl e : :1: : (:c ) : : and; ;the : :gfbwth : medium : In : the ; cultures : was : 

:changed ; :eyery; ; 3 ; to ; :4; ;days •;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 



;35 ;;;;;;;;;;;; ; The ; results; ; of ; ;(i) ;r ; ; (;ii); ; and ; ;ciii); ; are ;shbwri[ ; in ;;;;;;;; ; 
; ; ;Figure; ;3;e; ;arid; ; th;e; ; results ; bf ; :(iv) 'i ; ; (yy ; :arid ; ;(vi) ; :a;re- ;shbwri; 
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[::\:\[\:\:::::::\:::::]::\::\::::\\ Figure :3Q\XS\a: iplot Of ] metti: ^lattice; ;area ; against; [[[[[[[[[[[WW:]'/:]]]]]-.':]] 

'time : showing: "the: :resuits : for : expier ixnerits ; : (!):>:: :( ii) : : \]\][^\\[\\\[\\^^^ 

: : : ^ i ^ : ; ! ^ : : ^ ^ ^ ^ ^ ^ i : ^ ^ ^ i ^ ^ ^ ! (iii) V ^ - - As ; may : he \ seen:,; : :the : meaxi: ;area : :of : :iattices: : treated: ::::::::::::::::::::: 

iS ::: ; ivith; \ coiitroi; ;spiutipn ; decreases ; from; ;diay; ;p;? ; ;contrac:tion ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;:;;;;:;;;;:;:::;;::::::::: :occurjs ; ;f ior; the ; iwhole; period i; ; ; ;Fpr; ;the; ;iat'tices; ; initially; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::::::::::::::;;:::;::::::: :treated : with: : inhibitor; ; solutions; ;there ; Is ; very ; little: ;;;;;;;;;;;;;;;;;;::;;:::::: 
::::::::::::::::::::::::::: :TOntraction ; and : in : the: : case : where: :the: lattices: : continixe :::::::::::::;::::::::::: 
;;;;:;;;;;;;;;;; ^ ^ ;tJp; ;be; ;6xpp^ed; ;to; ;lnhiiltor; ; (;ii); ; the; ; reduction ; :in; mean; :::;:;::;:;;;:::;;;::;;;;;;; 

:;:■:::'::;:::::::: 10 ::: : iareia : is : low : eveh; ;af ter ; 4o; ; tp ; 50 ; days;^ ; ; ; Fpr ; the ; lattices ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::::::::::::::::::::::::::: :exposied : to: :ihhjjDltor: :sbiuti6n: :until : day : 14: : :(shown \ 

;::::::;::;:;:;;:;; ^ ^ figure; :3;C;); ; ;and; ;thereafter ; exposed; ; to ; control; is^oiutioh ;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ (experiment ; ;( iii); j; ; there ; ;is; ;a; ;signif ;ica;nt ; ;increase; ; in; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

;;;;;;;;;;;;;;:;;;::;;;;;;; ;c6htractioh ; -f rpm; :day; ;i;4; ;pnwards i; ; ;::;;;;;;;;;;::;;;:;;::::::::.;:::;;;;;::::::::::::::: ^ 

::::::::;;:::;::::: 15 :::::::::::: : Figure : 3D: lis: :a: :plbt : :Of : 'mean : lattice; ; area : ;against; ;;;;;;;;:::;;;:;:;::;:;::::: 
::::::::::::::::::::::::::: 'time : for : each: :of : :experiments ; :( iv) ;, ; ; (v): ; :and ; ;(vi) may ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::;;;::::::::;;: i::: ^ ;be; ;s|een;; ; in ; the ; ;f irst ; ;5; ;d^ays ; of ; -the ; experiments; ;wh;en ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;iattices ; were; ;npt; ;e;xppsed ; to ; test; ; solutions; ; the; ; lattices ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
::::;::::;::::;;::::::::::: :underwi5rit: : isubstantial ; ;cbhtractiGin;^ ; ; ; After; ;day ; ;5; ; ;(mar]<ed; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;:::::::::::::::::: :20: :: : :as: : * : in: :Figure: :3"D): : thel : lattices: :were : exposed: : to : the: :test ::::::::::::::::::::;:: 

;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ soiutipris;, ; ; ; The ; contraction; ;continued; ; ;(there; ; was; ;no; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
::;;:::;:::::::::::::;::;::: reyersial) ; ;but; ; at ; a ; ;reduGiBd ; rate .; ; ; ; Both; ;the; ;4/ig/mi ; ;and ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

':::■::::::::::::::::::.::: : :40jig/mi; ;s;6Iut;ibns; 'of': ;Ga;iardin ; ;inhibited; ;Gpnt;ra^ ;::::::::;:::::::::::::::: 
::::::::;::::;:::::::::::: :: comparison: :With: the ; control: : solution ;; ; ; ;The; ;4;0Mg/ml ;;;:;;;::;;;;;::;;;:::;;;:::;:;:: 

::::::::::::::::::: '25: : : : ' solution : of : 'Galardin : gave : ;a: : stronger : Inhibi ; effect ;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; than; ;the ; ;4Mg/iai ; ;spiutipn;. ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;:;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;; 



Discussion - ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
;::::::::■;:::::::::;:::: i ::::::: ^ :ExperimentS : :(l ):, : : (:ii): : and ; :( iii): : ;showed : :that : expbsiure ; : : : : ; : : : ; : : ; : ; : ; ^ ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;3;p; ; ; ; ; to ; inhibitor ; ;solution; ; inhibited; ; contraction; ;in; ;comparison ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
:;;;:;.;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; with; ;expbsure ; to ; ;the ; control; ; solution ; ;and ; that; ;when ; the; ;:;:::;;;;;;;:;;;;;:;::; 

;::;:;;:;:::;;;:::;:;:;;:;; inhibitor : solution: ;was ; ;theri ; replaced; :by : ;cohtrpi : ;sbiutipTi; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::::::::::::::::::::::::::: the : rate: :of : ; contraction : :increased / : :i ve ; : : inhibition: :::::::::::::::::::::::::::::::: 

::::::::::::::::::::::::::: stopped. : : : -Hence: :the: :inhibition ; ;is ; ;reyersib;ie .; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
::::::::::::::::::: Js; ;;;;;;;;;;;; ;Experimen;ts ; ; (;iy ) ;,; ; ; <;v;); ; ;and ; ; (y ij ; ; showed; ; that ; ;eyen; ; when; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
: ;;;;;;-;:;;;;;;;;;;;;;;:; ; ;cbhtractiQn; ; of ; the; ;ge;is ; ;had ; been; ; allowed; ;tp; ;take ; place; ; ;;:;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;; 
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: for 5 : daysl without ; any ; type; of; inhibition/ ; the addition: 

: of : inhibitor : isbiutibha etxii ] gave [ inhibition; ;pf ; ;;;;;;;;;;;; 



ccintraction;: : The: :more : concentrated: arihibitor; ;sblutibh; 

: gave; ;g;reater ; ihhibiticin;. ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 



C): : : : : Cytotoxic itV : ;:;;;::;::;:;:;;:;::::;::::;;;:::::::;:::::::;:;::::;: 
::::::: :This : experiment: :was: :carr ied : out : substantiaHy : 



according ; to ; the ; meithod: of ; Example; ; 2 , ; ; except; ; that : ceils: 
were; seeded; ;at; ;2xlO^; cells ; per ; well >; ; cultured ;without ; ; 



10 



radioactive: imateriai; : and; ;were ; ;exp6sed; ; to ; control; medium; 
:(bMEM/lb% : NCS) : br: :Gaiardih ; at : 40 : ;Mg/ml: lajnd; ;4; ; Mg;/ml ::::;;; 



Gbhcentratipn, ; ; Approximately ; Iml of test: : solution : was 
;added; ;in; ;each ; case;.; ; ;Wells ; were; ;haryestefd; ;and; ;cells ; ; ; ; ; 



15 



bbunted: on : a ; haembcytbmefcer > ; ;see; ;F:igure; ;3E; ;f or ; the ;;;;;;;;;; 
results; : :and: the : percentage : of ; vici>ie : cells ; in ;each ; well; 



was '■ measured: using: the; trypan; blue ; dye; exclusion ; test , 
see ; Figure ; 3 F ; for ; the; ; results .; ; ; ; As can; be ; seen the ; ; ; ; 



;Galardin; did; hot [ adversely; ;ajf ect ; cell; ;yiabii;ity ; arid 
:n\imber ; ;cbmpared; ;t;o; ;cohtrolSi: : ;;;:;:;:;;;;;::::;:::::::::::::::::::::: 
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Discussion :::::::::::::::;:•;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

:;::;; I appears; ;that ; MMP ; inhibitors may; ;be used; in; 



;quahtities ; and ; cqriGehtratiph^ ;high ; enough ; to restrict 

;cbhtriactibn ;withbut; significant ; toxicity v ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
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BB-94 



30 



IxlQ^: 
; BB-94: 

: {;o;. 1%; 



; followed 



see 



experiment; ;was; ;carried ; out ; as ; ;f or ; ;(a) ; ; above ; with 



The 

cells ; per ; lattice: :and ; ;the ; test: ;sblutibns; ; used 



4:/ig/mi,: fiB-'94 
vol/yoi ; DMSO) 



f or ; seven days ; after 



Figure; ;3!G>; ; ;f rbm 



sigriif leant : irihibitibri : of 



;35; 



;e);; 



Antibodies 



The 



"exp;eri;meht; 



;6:. 4 : Mg/nil : :and : control 
: ;The : development: :of 



which 



was;; carried 



it ■ ;is 



cbritractionv 



the 
For 
clear; ;that 



biit 



as 



with 



for 



BB- 



lattices 



the 



94 



(d) 



were 



; vehicle; 



was 



above 
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.:[::[:':[':]][[:][::::': BXCept^, : that [ the tBSt-': isoliltiiohs; ; US^ed : vere; : i : 50 : :(Y61/fYQl); : : : : 
::\':\'::::::':::'::::':::'::':]::6f:: antibodies: : in: igrowth: imedium ; : : : The : antibodies: :used : were: 
::!:::::::::::::::::::::::: ^^i^-^^^^^i^l -PP: I^MPs : 1>: : :2y : :3: : and : 9 , : : obtained ; troja ::::::::::::::::: 

; Bi<Dgenesis : :Lftd.;, ; : {;pppie^ ; iu.K,;) > : ; ; a; ;cpntrpi \ sjpiiition; ;of ; : ; ; ; : 

::::;:: r :::::::::::: 5 ::::; Q 4 1$ ; spdiuin [ azide; land ;0v i4:%; Irabbit: :se)nim; : in* : PBS: :diluted: : : 
:::::::::::::::;::::::::::: to; : i :5 :ih: :grbwth: medrum: :waiB : :aiso: : used;: : : :See: 'Figure: :3H: : : : : : 

:;:::::::::::::;::::::::::: for: :the : results. :;::::::::::::::::::::::::::: ^ ^ 

'\\':\\\[][\':':['::[[\\[[\\[[':':':\\[\':[ Figure ; :3H J Is; ;a; ;pi;ot; jpf ; ;iniean ; ;iattice; ;area ; ;against; ;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; time ; ;f or ; lattices ; ;exppsed ; ;tp ; ;each' ; of : ; the; ; test : ;soiut ions ; ; 

;;;;;;;;;;;;;;;;; ;iO ;;; ; ; as; ;iaay: ;be; ; seieri , ; ; the ; lattices ; ;exposed : tb ; cbntrbi ; ;solutibri : : 
SLTid :tb: ;the: :solutibn: :bf: : antibody ; to: ;MMP9: ; showed; \\\\\\\[]\[[\\[]^^^ 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;signif icant ; cqntra:Gtion;.; ; ; ; The ; laLttic;es ; ;exppsed; ; to ; one ; of ; ; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;the; ;antibpdies ; to; :Mmpi;^ ; ;mmp2 ; ;or ; ;mmp3; ; showed; :hb ;;;;;;;;;;;:;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;; ;s;ighif icant ; cbntra;ctioh:.: ::;;;:;;;;;::;;;;;;;:;;:;;:;;:;;;;;::;;:;:;;;;;;::;;:::;: 



: - : Discussion ; • ; - ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; As ; may ; be ; ;seen; ; from; ;F;igure; ;3h; ;s;ighif icant; ; inhibition; 
;;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;was ; ;achi;eYed; ;with: ;ahtibbdies ; ;f br ; mmps; :i , ; ;2 ; and ; 3 ; ;but ; nbt ; ; 

:;;;;;;:;::;;;;::;;::::;;; ;w:ith ; the ; antibody ; :f or ■ MMPQ-; ■ : : This : therefore: : shows : that: : : : : 
:::::::::::::::::: 20 ::: : :antibodies : may : ;act ; as ; ;satisf actory; ;MMP ; ;inhibitors ; ;f or ; use; 

■ ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;in; ;inhibiting; ;c;pntractipn.; ; ; ;i:t; ;alsp : appears; ; that; ;while; ; ; ; ; ; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;mmps ; 1 >; ; ;2; ;and; ;3; ;may; ; ai;i; ;be; ; ihvbived ; in; the ; contractile; ; ; ; ; ; 

::;:;;;;;::;;;;::;;;:;;;;; ;prbceiss ; mmps; ; is ; nbt;^ ;:;;;;;:;;;;::;;;:;:;;;:;:;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;:;;;;;: 



25 ; ; : ; : ExamDie 4 ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;; a; ;s;eries; ;p;f ; ; experiments ; ;w!er:e; ; carried; ;out ; in ;which; ; ; ; ; ; 
;;;;;;;; ;the ; mmp ; ihrna; ; and; ;prbte;ih; ;prbductibh ; bf ; human: :Tehon:' s ;;;;;;;;; 
;;;;;;;; ;capsuie ; ;f ibrbbiasts;; ; ;under ; a ; number : of : bond it ions ■ was: ; ; ; ; ; 

:::::::: :anaiysed. ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: ^ 

30 ;;;;;;;;;;;; ; Fibrpbliast; ; cells ; ;were; ; both; ;grpwh; ; in ;m6hpi;ayer; ;;;;:;;;;;;; 
;;;;;;;; ;cuiture ; ;and ; were; ; seeded; ; in ; cbiiaigeh : ;iattices V ; : : Tbtai ; !rna : ; 

;;;;;;;; ;was ; ;isblated; ; f rom; :sainples ; containing : 3x10^. : ceils: using: : : : : : 
::::::: the : method : described; ;in: ; Chomczynski ; ;&; Sacchi ; i;?87 t\: 
; ; ; ; ; ;samples ; were; ; taken ; ;f rom; ; cells ; in ; mpnolayer ; bUltiire; ; on ; day 
3 5 ; ; ; ; ;p; ; of ; the ; experiment; ; and; ; samples; ;w;ere ; alsb; ;taken; ; from ;;;;;;;:: 
;;;;;;;; ;c;ells;/ ; ;which; ; weris; ;cbhtractihg ; boil ageh ; :iiattices: - after : 9 : : : : 
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:::::::: :hOUrs:,: : :1: : day: :and: :7: : days .: :::::::;:::::::::::::::::::::::::::::::::;::::;::::::::: 
:::::::::::::::: IM/mg ; samples pf [ the; RNA were treated With known ::::::: 
; : ; : : :copy : huinbers; : of a ; synthetic ; RNA ; t emplafee ; ( 0 > ! ; ta ; IpO 000 \ \ 
:::::: :copies}: : cbntainirig : complementary: sequences: : to : the: primers 
: ; 5 i ; ; ; if or ; ;seguences ; to; ;MMPs; ; l ;; ; 2 / ; 3 ; :and ; :9:: ; ; ; The ; mixtures 
;;;;;;;; ;underwervt; ^reverse ; transcriptase ; reactions ; prior ; to ;;;;;;;;;;; ; 

::::::: amplification; :fay; ;peR; using; specific; ;primers; ;f or ; MMPs; ;!,; ; ; 
:::::::: :2:, : :3: : and : 9 i. : : "During: :tiie: :PCR : rea:ctioh: :hoth : the : sample; ;RNA; ; 
: ■ ^ ancS : the synthetic template RNA: compete : equally: :f or : primer 

10 ; ; ; ; ;binding .; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;; Band; ; intensities ; werje; ;image; ; analysed ; aiid ; the; ;rat io ; ; 



:::::::: :of : amplified: synthetic: :template : to : amplified : sample :::::: 

:::::: intensities : caicuiated:. : : These: vaiues : were plotted: versus 

; ; ; ; ; ; ; initial template ;cppy ; nuiliber . ; ; vnien ; the ratio; ; of ;;;;;;;;;;;;;; ; 

15 ; ; ; ; ;amplif ied; ;synthetie; ;template; ; to ; sample ; ;is ; one , ; ;then the ; ; 

::;;;;;; ;initiial ; copy hiamberis; of ; synthetic; ;temp!late ; and; ; sample; ;a;re 

:::::;:: :equa;i:; : : : This: : allbwed; :calcuia:tlbn : of : message; :copy ; number ; ; ; 

:::::::: :per : ;ceii; ; in ; all ; seanpies.; ;;;;;;;;; ;^ ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
^ ;;;;;;;;;;;;;; ; samples of ; cpndttiqned; medium and collagen; lattices; ; 
20 ( ixlO^; ;cells/lattice); ; were; ;c611ected; on ; days ; 1^ ; 3; ; and ;7 
:::::::: :post : seeding; : : : :i*att ices : were : washed : in : phosphate ; buf f iered 
:::::: 'Saline: : (:PBS : 3x3mi j ; prior ; to ; hbmogenisation; ; in ; 9 - 5% ::::;;;; ; 
;;;;;;;;; <ypl/ypl) ; Tritpn-xiop ; in; ;pbs ; ;[Hi«it; ;et; ;al . ;1993 ] \\ ; ; ; Gelatin 
;;;;;;; ; ;2;yiDapg;raphy; ; [Heussen ; & ; ppWdle ; ;i98;0] ; ;was ; ;then; ;perf praed; on 
:25 : : : : :these: : samples:. : : : Briefly:,: : samples : arid : priestairied; ;;;;:;;;;;;;; 
::::::: :moiecula:r : weight: standards: :were ; resoiyed: ;bn: : 10:%: :trxs ;;;;;;;; 
: : : : : glycine ; ;gels ; contaLiniitg; ; p . 1% ; gelatin ; ;(Noyex;, ; ;R&p ; Systems;, 
;;;;;;; pxf prd;,; ; u > k .;);.;;; ; Gei;s; ;were ; then; ; incubated; ; for; ;3p; ;minutes ; 
;;;;;;; ; ;in; ;reriaturihg; hyxf tBX, \ ;30; minutes ; in ; diBvelbpirig buf f er ; ; ; ; ; ; 
:30 : : : : : followed : by : a: : further: ±B : hours: : in: - developing: :buf f er ; ;at : : : : : 
::::::::: 37:* c : :(ail; :Novex j ;J ; ; ; Gels; ;were ; than; ; stained; ;in; ;0;. 5%; ;;;;;;;;;;;; ; 
;;;;;;;;; twt/voi ); ; icpmraassie ; blue; ; in ; 45;%; ; typi/ypi) ; ; water , ; ;4;5% ;;;;;;;;;; 
;;;;;;;; ^;vbl/ypl); ; methanol ; ;arid ; ip%; ; ;(voi/ybl); ; glacial; ;a;cetic; ;acid/ 
;;;:::;:: followed : by : :destaxriirig : in : :45%^ ; :{voi/Yol): : water,: ; 4S%: :;;;;;;;;;; 
35 : : : : : (vbi/vol) ;; water ,; ; 45%; ; (yol/yol) ; ;metha:nol ; and ; 10%; ; (ybl/yol) 
; ; l^labi^l ; ;aG^tic:; ;acid. ; ; ; :MMP ; ;actiyi;ty; ;appeared ; as ; clear 
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bands : oh: :a: : blue : background ^ 
::::::: Results : ^\^]^]\\[\[[\]\\\\[^^^ 

The [ :exper Iments; : showed : that [ :RNA : extracted : : from 
'■.WW]] cells whiGh; were ; cpntraGting; collagen : contained; raised: : 

'$]]]]] levels; ; of ; knRNA; If pir: ;mmps ]i',:] ;ahd; y ] but ; not ;9 ; in ; 

::::::: con^ariisbn : with : :that : taikeh : :£rdiii ; ce;ils ; in ; Impnolayer ; ]]]]]]]] 
: : : • : Cultures;: : : : They : :aiso : showed : that: :leyeis: :bf : :MMP: :mRNA :::;::: 

]]]]]]] decreased ; oyer | th^; 7; ; day ] culture: :periodV :;:::::::::::::::::::::::: 
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MMP 



; mRNA Copy Number/10^: Geils: 



:I5: 



Moriolayef 



<i 

:<l: 
]<l 



] 9 Hours 

:::::18:;;:; 
]]]]'<l]]]] 



1 Day 

;;i43:;: 

;:1;32:: 



7:pays 



:::::::::::::::: : AlSO: :see ] iFxgure ] ]6] : for: Iresultis :] ] ] I Figure ]6]]is]-ei:]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]] 
:::::::: xeprbduction: :bf : : a : photograph : of : the : results: : of : the: : P.CR] ::::::::::::::::::::::::;: 
20]]]\ ;rea|ctiOni. ]']]'it] ;s|>9Ws: :the: :sample: :and: :template : bands : at : day ::::::::::::::::::::::: 
]]]]]]]] io> ; ]9] ] hqiirs y]!] ;day : and ] 1 ] ;days ; tot ] mRKA; :encciding : each: :of : ::::;::::::::;:::::::::::: 

:mmps;iv ; ] .y ; and ; $ ^ ^ 

:•:: The : gelatin: Izymograp^ :Shbwed: :that : actively: ::::::::::::::::::::::;:::: ^ ^ 
: : : : : contracting : cells : when : compared to: cells : from: :monoi ayer : :::::::::::::::::::::::: 

25 ; ; ; ; cultures ] produced; four ; proteoiyticaiiy ; ;actiye: species; : (Mr ;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;; lapprpximateiy; ; ipp >;o;oo ; 90 > 2pa; ; ; 72 /000: ; and; ; si , po;g); ] tv<> : !=>f : ::::;;::::;:::::: : 

]\\\\]]] :which: : appiear : :(bnes ] with :MrS: :bf : '72;> 000 ] dihd 51 i 0PO)| ] Xq] ]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]]] 

::::::: :: increase : over: :thei: :7: : day: :perxod\ : : : See : Figure : :7: : for: ■:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
::::::; ^ -results .; ; ; ;pite; ;wa;s; ;activate;d; ;upon; ;incubation ; with; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;30 1 ; ; I ;aminpphenyi ; ;niecu;ric ; acetate; ; {;Mr; ;ipp>;p;pip; ;redu^ : to ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

57:, oop); v : : ; : : : ; : ; ; : ; ; : ; ^ ^ 

:::::::: : Discuss ion : :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::;:;::;;::;;;;;;:;;;:;;;;;;:;;:;;;; 
::::::::::::::: The : experiments: : showed : that : :both ; MMP ; mPJ^IA; ;cind ;;;;;;;;;;::;::;;:;;;:;;;;;;;;;;: 

;;;;;;;; ; protein; ;prpduction ;by; ;pGuia;r; ; fibroblasts ; ;is ; ;dramatiGaiiy; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
:35: : : : : ihcre^ased ; lippn: :culture; ;w;ithih>; ; arid ; during ; the ; cpntra(Cti;pn ]]]]]]]]]]]]]]]]]]] 
::::::::: of; : :a : three: :dimensibhal : cbllageh: :matrixv : : : It : theref oris ::::::;::::::::::::::::::: 
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appears: : that • active : production : 6 f : MMPs : occurs ; during [ the [ 
cbritractiie: :prbceiss;: \ \\\\\\[\\\\[\^^^ 



Further ; ;e5q>eri^nts: ; showed; ; that ; treatment ; of ; seeded ; ; ; 
lattices; ;with ; Galardin ; ;res^ -the; ;e*pi;ishment ; of ; the ; 

four: :prbteblytically- i active : spfecies •: :::::::::::::::::::::::::::::: ^ 



: EKMlEiS^ :::::::::::::::::::: ^ 

;;;;;;; ;Th;is ; ;series ; of ; experiments; ; investigated; ; the; ; ef fect; 
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bie : MMP : irihibitbrs: : on : the : degree; ; of: : contract ibri : of : ; ; ; ; • 
collagen: lattices: :by : fibrbblasts: :frbm various: :tissue: 



: sites ; ;and ; species;* ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;; ; collagen ; lattices ; ; (gels) ; ;were; ; prepared ; as ; previously ; 



: described : in : Example : 1 : and : were: : seeded; ;with ; :ixiO.^ ; ;c:ells; 
■ per : lattice: :bf :: '-'■■ '-'^^ 
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i) ; ; ; ; ; ; human ; dermal; ; fibroblasts;; ;;;;;;;;;;;;;;; 

ii) ; ; ;rat parietal; ; sheath; ; f yproblasts ;; ; or ; 



;iii;) ; ;rat ; ;enddtehdph ; ;f ibrbblasts;^ ::::::::::::::::::::::::::::::: ^ 
;;::;;;: The: lattices; ;were: :thish • iexpbsed: :to: :grbwth: medium: 



: containing : Galardin : at : :40 Mg/ml or hydroxamic; acid at 
: ibO/iM: (control) ;; ; ; ;The; test solutions were made up as ; 



20 



described ; ;in Example 3 ;abpye; and; ;approxi^ately ; ;3ml ; dose ; 
of ;the ; appropriate; ;test ; ;spluti6ns ; were; ;used i ; ; ; ;Th!e; ;a;rea ; of ; 
: each: lattice : :wias : mea:sured: ;bver ■ 7: -days : arid: the: -reisults : are ; 

: shown : :in: :Figures : 4A;: : 4B : and ; 4C .;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
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: : : : : Figures 4A,; ; 4B ; and ; 4C; are ; plots ; of ; mean ; lattice area ; 
oyer; ;time ; ;f or ; lattices; ;p6pula^ :with ; ;f ibroblasts; ;urider; ; ; ; ; 



: expoisiire: to ;either :COritroI : :Sbiutibri: :br: • inhibitor: ::::::;::::::: 
: solution.: : : : Figure : 4A : for : human : dermal ; fibroblasts,; ; 4B; f or 



3G: 



js; 



rat parietal sheath 
;f ibrpblast;^ : : : :As; ;may 
populated : with; ; any: of. : the; : three 
greatly : reduced: :wheri : exposed: : to 
in : comparison ; with; the: :iatt ices 
(Tpe; ; of; ; fibroblasts ; ;and ; ;exppsisid 
Oiseussibn------------ ' 



fibroblast and 4C f or ;rat 
;be; ;s;eeri^ ; ;the; ;c6ritract;ipri 



: : Exposure : to : the : inhibitor 



typiBS;:bf 



the: 



endbtendon 
of lattices 



'fibroblasts: :was 



inhibitor 



populated ; with 



to 



the- 



cbhtrbl 



resiuited::in::a 



solutions 

the;;same; 
sblutipri; 



isicniificant 



<3egree : of : iribibitlbn; : Of : cdrvtractioii; ;cpmpared ; tp ; Controls; X : 

in : all : of : the ■ cell ; ;types;.; ; ; ; In^ ;eac& ; Case>; ] Irillibitabri : bf :::::::::::::::::::::::::: : 
iPpntraGtipn; ^was ; accompanied :by : a: Jdecreased: iceiluiar 

[':[]]:::::[:::■.':[:[][:]:■.':] invasiph: ;ihtO; : arid: :inigratlbn: : through;: : the : SUrroun<iing: ■■'■■■■[':[]]'':[':]]':■'[][][[:::: 

5 inatrix ; compared : to : controls;. ; : ; Therefore; it; ;appears ; that; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

inhibition; ; of ; cellular ; ;inyasipri; ;is; ;ari ; impprtaht ; mechariisia :;;;;;;;::;:;;;;;;:;;; 

;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; Of ; mmp ; inhibitor ; action;* ::\'::\\\':\::\:::\:::::]\:\\\\::\:\::: 



;;;;;:;;;;;;;;:^^ 

;•;;:;;:;;:;;;;;:: i^P: ;;;:::;::;; ; '^^^ ; ; ; ; mmp ; ;ihhibitpr ; :on; ;the ; ;cbhtractibri ; of ;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;: ; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; an ; artif i;cia;i; ;sldLn ; eguivalerit ; was ; tested; : : : a; ;coiia;geri ;;:;:::::::::;;:::::::::;:;:: 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; lattice; ; (gei;) ; ;vas; ;prepared ; as ; in : Examjpie : 1 : and ; was ; seeded: ;;;;;;;;;; n ;;;;;•- ^ ^ 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; :with ; both; ;human : keiratiriocytes ; and ihuman ; idermki ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

fibroblasts ; to ; mimic; ;sicin,; ; ; ;This ; ;iattice; 'MdiS: ; then ; ;exp6sed ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;:;;;;:;;:;;;;;;;; ;15 ;;; ; ;to; ;g3rowth; ;mediuin; ;cpnta;iriihg; ;c5alardiri ; ait ; 40 ; uq/mi or: :;;;::;;;;;;;;:;;::::::::::::::: 
:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;hydrpxamic; ;acid ; at ; iC)Oj[xM; ; (cbntfoi;> v : • : The -solutions ; were; ; 

;made : up : ias; ;described: in; :Exampie; ;3:(aj; ; above ; arid ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ 
;■:;:;;;;::;;;;;;;;; ^ ^ iapproximateiy; ;3ini ; portions; ;pf ; the; ; appropriate ; ;spiutipTis; ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

■;:;;:;:;:;■;::;;:;;;;;;;; ;were ; used;.; ; ; ; The; ; lattice; ;area ; was ; measured ; ;6ver ; 7 : ;days; ; arid ;;;;;;:;;;;;;;::;;::;: 

;;;:;;;;;;;;;;;;;; 20 ;;; ; ;the; ;resuits ; are ; shown ; in ; ;Figufe; ;5;^ ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;:;:;;;:;;;:;;::: i;;::; ^ i :: 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; Figure ; 5; ;is; ;a- ;piot; :bf ; :the: :mean ; lattice; ;area; oyer ;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 
;::;;;;;:;;;;;;;;; ^ ^ ttme ; ;(in: idays): : for ; ia:ttices; ;exppsed ; to ; the ; cpntrpi; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;soiution; ;an:d; ;f or; ;iattices; ; exposed; ; to ; the; ;iTihib:itQr; ;;;;;;;:;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;solutipn;. ; ; ; As ; ;may ; be ; ;seeri> ; ;the; ;i;attices: ; expbsied: :to: : the: :;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;:;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;; 25; ;;; ; ;irihibitbr; ;sblutibn; ; suffered ; :less: : contraction: than ■ those ::■::::::::::::::::::::::: 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;expo;sed ; to ; the ; cbntrbi: isoiution :: : •■'■■■^^ 

;:;:;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;; : Discussion ;;;;;;;;;;;;:;;;;;;:;;:;;:::;:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::;;::::;:;;;::;:;::::::: 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;::;;;;;;;;;;;;; It ; is ; therefore ; ppss;ible; ; to; ; inhibit; :the ; ;cbntractidri ;;;;;;;;;;;;;;;;;:::;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;pf ; ;a; ;cpllageri; gel ; with; ; fibroblasts ; :and : epitheiiai : cells / ::;:::::::::;::::::::::; 
;;;;-;;■;;;;;;;;;; 50; ;;; ; ;i;<e ^ ; ; an ; approximate; ;modei; ; of • skinv ::::::::::::■::::::;::■::::::::;: ^ 



:::::::::::::::::::::::::: Example: : 7 :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: : :::::::::::::::::::::::::::: 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;The; ;ef ;f ects ; ;6f ; mmp; ;irihibitofs ; bh ; oicuiar : f iiDrobiast : ■ 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; mpf phpipgy ; within ; collagen: ; lattices' : werie : studied : in : this: 

:;;;;;;:;;;;;;;;;; JB; ; ; ; ; series ; of ; :exper im:erits:; ;:::::::;:::::::'::■:::::::;::: ^ 



Collagen ; lattices; seeded; ;with ; ocular ; fibroblasts 



: WO:95/24921 \\][':]\]]]\\[\[[[[\'-[]]][[[[\[^]][^^ : : PCiyGB95yoiK76 : 



• were: prepared : and : exposed: :tO: :MMP: inhibitors >: both- ^ ^ : 

]:':':::\\:'::]:\[\::'.':::::\::\ Isynthetic | iGheBlC^ and ; antibodies', : :a;s: :described: \ 

: -EXcUI^ie : 3 : iabbvev : : : Cellular ; morphplogy • jwas; ;inqhitpred; hy [[':[\\\\\':[[[[\':\\:\\':\[[': 
::::::: : phaise: icohtrast : inxcfbscbpy v :::::::::::::::::::::::::::::: ^ 

5 ^ Cells : populating : control : icbilagen" : lattices : exhibited ■.::-.::\:][:::\]':':['::: 

i : : i ; i ; ; i ; ; ; ; ; i i : ; i i ; ^ ;stellate ] {Sy ; land; ^bipolar ; ;(B j : ;iao3:phology: ^by\ :7; : days: :post \]]\\[\]\\\\\\\^^^ 

WW]::::'::::::]:::::::::::: iseedihgi : : : !Smiall| Icytpplasmic ; prirjectlpns; ^werei : exhibited ; by :::::::::::::::::::: : 
:::::::::::::::::::::::::::: :celis: :exposed: tO: A jig/ml Galardih>: I 4: :Mg/Hil: :BB-?4, WWWWWWWWW]]]]]]]]]]]:]]]]] 

:antibod[y : to : MMPl: 'or: :MMP2' : at ^ 7: :days : pbst: : seeding : :CelIs; ::;:::;;::;:::;:::: ^ ^ 

i ; ; ; ; i ; ; ; ; i ; i i i i i i ; i 10 ;exppsed[ ; to ; MMPS; ; antibody ; did ; not: :prc3duce : :any : cytoplasmic: ::::;:::::::::;::;::;: 
;;;;;;;;;;;;;; X I I I ; iprbjectipns • into; ;the; ;surrpun^ ;matrtx;. ; ; ; Exposure; to: :::;:;::::::;;:::;::::::;;: 
:::;::::::::::::::::; i:-; : :aritibody : tb miPs did not \ affect [ inbi^hbipgy; ; compared ; tp ; 

:::::::::::::::::::::::::::: :controls:. [['::[':':[ :':\[:':[\':\\[[[[[\[[[]':]':':][][\\\['^ 
:::::::::::::::::::::::::::: Piscussioh \[]\[][[[[\[[][[][\[\\]\\\\][:':':\\\[\\\'\\':[\':[[[[ 

:::::::::::::::::::: 15 ::::::::::: ^ These; ^results ; showed ; that; ;ce lis; ;popul;ating; ;lcitt;ices: ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;; ;expbsed ; ;tb ; ;Gaiardih;/ ; ;bb-9;4 ; ;and; ;anti:bbdies ; ;tp ; mmps; ; i ,;; 2 ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
;;;;;:;::;;;;;;;;;::;;;::::: :and: ;3: : exhibited ; decreased; invasion; ;ihtb ; the; ;surrounding ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;::;;;;;:;;:;;;:;;;:::: icoiiagen : matrix ■ compared : to: ;coritrois: ;and; :to; :ceiis; ; ei^bsjed; ;;;;;;;;;;;;;:;;;::; 

:::::::::::::::::::::::::::: '.tp- eiti '■ antibc^y ; :to; ;MMP9;'; ; ; ; :This: : decrease ; :in: Invasion: :intb ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;2d ;;; ; :the; ;matrix; ;was; ;aiways ; ;accpmpanied; ;by; ; the; ; inhibition ; ;of ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;; ;both ; :iattice ; cbntraction; ;ahd; migration; ;thr6ugh ; the; ■::■:;;:;;;;;;;;; ^ ^ 
::::::;::::::::::::::::::::: 'matrix:. ; ; : This: "again : showedx that ; lllhiiDitibn : bf : Invasion: iis; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
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;E2^limle__i 

:;;;;::; This : series ; of : experiments; ;was; designed: to: 



investigate; the ; effects; ; of ; an ; MMP ; inhibitor 



: Tehphs; capsule ; fibroblast cellular 

; cQiia;geri ; cbhtriactipn;^ ;;;;;;;:;::;;;; 

;;;;;;;:; Mbnoiayer; ;cultures: ; bf ; f ifarbhlasts 



processes required for 



:ahd 



: lattices : : (gels): : :seeded ; with : 1x10^ ; cells : per 
: prepared ; ; ( as ; described ; in ; Example ; 1 );.;;;; ; 

;;;;;;;;; ;The ; ;degree ; ;6;f ; ;cpntrjact;ipn ; of ; cp 



:(Galardin) i bn: 



cbllageh; ; ; 
lattice; were 



gels ; treated 



: with: ;cohtroi : sblution: :and; :with : ihhibitbr : sblutibh : 



35; ; ; ; : containing ; 46/ig/m:l; :Gaiardin 



descrrtbed ; ;ih; ;Example ; 1 ; ;and ; approximately 



:( solutions 



:were made::up::as 



3ini ; port ions 



of 



W095/24S^2r :PGT/GB95/D0576 : 



39 



^ ; ^ ^ ^ ; : iBoiutibris : were: :used) : ; was: mohxtbred:; : :as: describeid; abbye • ■.:[]':]'.:][': . ':':::[]:•.:: 

^ i i ^ ^ Figure; \ 8A \ shows : :the : degree ; of : lattice ; contraction; :of : :::::::;;:: i : i i ^ 

[:.':',]['.:\[[[\[[][\\[[\[[[ cpntrpi; ;gei; [7 \ days ; post ; seeding; ;ahd; ;Figure; ;8B; ;shows: : the: ::::::::::::::::::.:::::: 

:;;■;;•;;:;;:':::•:::;;;::: degree : 6f : cbritractioh; ibf : : the! ;gel ; ;which; ;wa;s; ;exppsed : to ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;::;;;; ; 

^ i •■:;:•;■■■ i! i ! ^ i ^ ^ ii^^i^^^i^p^ ; i'^p^-^''^^^?^*! -^-^^^^^^^^ 

'■.[ .■ [[■. \'::^ ;^!b; ;^tin; jcytqskel^ ; of ; cells ; :in: :l;att:ices: ; and: :in: :::::::::::::::::::::::: : 

:;;;;:;;;::::;;::;::;:::::; inphplayer ; ciilture ; was; ;immun^ ; Stained; ;with :;:;;;:;;:;;:;;::;;;;;;;;;; 

:::;;;;:;;;:;;;;;;;::; I! I ; I Fitcrphaiibidih; ; tMartin ; a ; ;iiewis; ; id;?? ];.;;; :s;ee ; ;F;igures ; 9 a ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

::;::■::;:;:;:;::::::::■::: :(controi): : and : 9B : :(expbsed: :to: : inhihitbr) \.':[[ The: -arrbws; :::::;;::;:;;;::;;;;; ^ ^ 

■ ;;;; ^ ; ^ :■:;;;;;;; ;ip ;indica:te; ;the; ;act:in; ;stress; ;f iijres; :on; ithe; isurf ace. bf : :the ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;; ^ ;:;;;;;;;;;;;;;;;;; ; eells ; ;pppulating ; ithe ; cpi;iagen; ;gels . ; ; ; ;These: : fibres; ;are; :;;;;;::;;;;:;;:;:;;;;;:;;;; 
;:;•;:;:;;;;;;:;::;;::;;;;; clearly: : preisemt: :ih: ;the; ;cx>htrbl : biit ; dp ; :npt ; appear ; to ; be ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

:::::;::::::::::::::::::::: present: : in : the: ; iaittice: ithiat : was : expbsed: : tO; : inhihitpr; \[:':\\':::':-.^^^^ 
;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:; ;splut ion;.; ::;:;;:;:;:;;;;:;;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;:;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;::::::::::::::::: 15; ;;;;;;;;;;; ; ;pi;f f etences ; :between ; the ; cpntrp;ij5 ; ;and( ; tho^se; ;expo;sed ;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;tb ; ;ihhibitor; ; (;40 : :iut!g/nii; ;Gaiardin) ; ;were; ;seen. ; ; ; ;in; ;prder; ;to; ;;;;;;;;;■;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; -assess • wheither ■ this- :d:if f erence- was : bwing: -tb: th^ ;d'ire;ct: ; ;:;;;;;:;:;:::;::::;;;;:;; 

::::::■■•::::::•::■■:::::•: effect : oif ; ;the; Inhibitor : :or; :to; :dii;f f erencies ; In; :the ; degree ;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;pf ; ;inyasipn; ; into; ;the; matrix,; ; cells; were; ; exposed; ;in; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;■;; 
;;;;;;;;;;;:;;;;;;; io; ;;; : ;mbhoiayer; ;cuiture ; tp; ;the ; ;inhibit;pr; ;and ; ;the ; cytpskeieton ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::::::::::::::::::::::;:::: wias : sta:ihed; : : : :See ; ;Figures; : iOA : ;Ccohtrbl); : and; ; lOfi; ; (;exppsed; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
::::::::::::::::::::::::::: :t^ :inhibltor:); v : : : The: :arrbws; -indicate : the : stress: : fibres: ; bn :;;::;;;;;;;; ^ ^ 
;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;; ^ ^ ;the ; cells; ;in; ;th;e; ;monolaYer; ;cu;lture-; ; ; ; As ; ina.y; :be; ; seen,; ; they: :::::::::::;::::::::: 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;are ; present ; ;in ; ibpth; ;the; ;cbntrpi ; ;mpnp;iayer ; ;cuiture ; and ; in ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
:•■■■•''::::::::::: 25 ::: : :the : mbhoiaiyer: ;cuiture : exposed ; tp ; the; ; inhibitor ; solution .; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
:::::::::::::::::::::::::::: ^ The : inhibitor : did : not : appear : to : affect : the: : act in ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;■■-■;:'-■-- ^cytpskeieton; ; compared; to; ;c;ontrols; ; in ; monolayer ; culture:. ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;:;;;;;;;;;;;•;;;;;;;;;;;;;;;;; Lattices; ; for; ;t;ransmis;si ; microscopy ; were; ;:;;;::;;::;;:::;:;:::;: 

;;;;;:;;•;;;;;;;;;;;;;;■;;; ;ha2:rvested; ; 3 ; days ;ppst; ;seeding^; ;wa;shed; ;with; ;pbs ; ;(3x3mi) ;f ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

::::::::::; i x:::: 30 ::; : :aJld: ifixed :bvernight- ; at ; 4^;C ; in i 2;.;5%: : (vpl/ypl) ::■:::;;:;:::;;;; i;;; ^ ^ 

: glut ar aldehyde: :with : b;:5%: : (wt/vbi ): : tannic : acid: :in: ;&♦ 07M \[[[\\\\[\\\\^^^^ 

;;;;;;;;;;;;;;; i ;;; ^ ^ ;spdiujn; ;cacbdyiat:e; ;buf f er; ; i(:pH; ;?:. 0 j; . ; ; ; following; ;a; ; rinse ; ;in: ;;;;.;;:;;;:;;;;;;;;; ; 
■■:;:::<:::::::::::::::::: ; :Q;OiM' ; cacbdylate-HCl^ ;bu;f f er ; ;(pH; ;7:.:3 ); >: ; ppstf ixatipn ; ;f pr ; 2 ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

::::■::::::::::::::::: ihours : in : :1% : : (Wt/vbl) ; iaquiebus: ;Qsmium: :tetrbxide: iat: ;4; ■ 5>: ;::::::::::::::::::;:::::: 
::;::::::::::::: :3 is : : : lattices : were : dehydrated: : tJirbugh :alcbhbis: : arid: ;::::::::::::::::::::: 



cleared; in; propylene dioxide;.; ; ; Samples; were ; then; 



:Wp?S/24?21 



PCT/GB9S/00576 



; ; ; ; ^ ; i ; ; ; ; i : ; ; ; ; i : : ^ ^ Ihf llt^sit^di with: ipropylerie ; dioxide/arialdite : itiX: ydl/yql) ^ 
::::::::::: i :::::::::: i :::: : for : i : hbury if ollowed; ^by ; 12 ; llpurs : Immersion . in: Araldite: []\ 
:::::::::::::::::::::::::::: :(tra(ae : mark): : aionis;: : ! iSampIes; Iwere [ then ;embedded ; in ; fresh: ::::::::::::::;::::::: 
[\]\\\[\]\[\\][^^^^ Araldite;; : ultratiiin : s eci:i oris :: cut: :ahd : secfuentially : ^stained [[[[WWWW W^WWy. 

\\\\\\\\\\:\][]\]^^^ with; isiaturate^ ;uranyl; ; acetate ; :foiibwed: py iReyriolds ; lead: ^: : ^ ^ 

\\\[\\\-.\\'.':\\\[\[\[\':\\\\\\ citratev : : ; See ; Figures; ;iia; ; Ccpntrpl) ; :ajnd: iiB : :(exposed; ;to; ;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 

^ ^inhibi^P^) ^* ' ^ arrow; ;heads; ; iridicate ; the; ;ceiiuiar ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ attachments; :to: ; the: ;coilagen ; matrix • ; ; ; :it : ;is; :<^l^ar ; that ; ;the :::::::::::::: ^ ^ 
;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ ^attachment ; of ; the ; fibroblasts: :to: ; their :siirrowhding ;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;; ^ ^ 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ia ;;; : ;cbilagen; ;matrix; ;was; ;npt ; ;af f e;cteid ;by: -the; inhibitor. ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;; 

:::::::::::::::::::::::::::: : Discussion ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;; These : experiments; ; showed; ; that ; <3ai;ardin; ;d;id ; ;npt ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
:::::::::::::: ^ ^ ^ ::::: : ^af f eet : ;the ; cytoiskeieton; :or: ;ceii ; matrix ; attachmjerit; ; of ; the ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ ;f ibroblasts^ ; ; ; ;£$ fects; ; pn ; t:he ; cytoskeleton ; or : oh: :ceil :::::::;:::::::::::::::::::: ^ 

;;;;:::::;;;;;;;;;;; 15 ;;; ; ;matrix; ;attachmeht ; were; ; possible ; ;expianations : :f or : the ;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
::::::::::;::::":;:::;;;;:;;; ;eff ect: :af : ;Gaiardih ; 6h ; cbhtractipn; ;ahd; ;theref oire; :f or; :the ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

:::::::::::::::::::::::::::: :ef feet: :ot :MMP: ^inhibitors: :oh; ^contraction^ 



::::::::::::::::::::::::::::: GTOERAI.: :DISCUSSI0N ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;2b: ;::;;;;;;:;; A ;h\uaber; ;6f; ;studies; ;haye ; suggested ; possible: ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; mechanisms; ; for; ceii ; mediated; coiiagen; contraction. ;; ;^ ;;;;;;:;;;;::::: ^ ^ 

number : of : workers: :have : suggested; ;thafc iMMPs : aire ; hot ::::::::::::::::::; ^ ^ 

::::::::::::::::::::::::::::: produced : or; :are : producetd: ; during : lattice : coritractibn; ^ :::::;:::::.::::::::::: 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ are :ribt; ; implicated; ;iri; ;the; ;contractile : process:.: : : : The ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 2^ ; ; ; ; above-described; ;experiiciehts ; demonstrate; ;th ; ceiiurar : ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;; 

derived: :MMP: ;activ;ity ; is ; ;cruciai; ; tb : the; ; probes s ; ipf; [[:[[[[\\:\^^^ 
■■'■[^^ collagen; ^contraction.: ; ; :The: ^requirement ;of; ;mmp; : activity ::;:;:::::::::::: ^ ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;f br ; cbntraetiph; ;appea;rs ; ;tp; ;be; ;common: :to: :ali ; :o:f : :the: :::::;:;::::::::::::;:::::::::: 
;;;:;;;::::;;;;;;;:;;;;;::;;: :f ibroblasts; ;tested;v :::::::::::;;;;;;;;;;;; ^ ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 3Q ;;;;;;;;;; ; ■ :The ;present ; :inventioh: ;is; :hot; ;tb; ;be; ;iimited; dn; ;s:Gppe :;;::;::::;;:; i;;;; ^ ^ 

■ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ; ; ; ; ; ;by; ;t*e; ;embo^ ; Examples ; vhich; ;are; :::::::::::::::: :^ 

:::::;;;::;;;;;;;;; ^ ^ ;ihtehded ; tc> ; illustrate ; the; ; invention;. ; ; ; Indeed, : : varibuis: ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;:;;;;;;;;;; ^ ^ ;mbdif icatibhs; ;of ; ;i*e; ;ir»ye:hti^ ; in; ;addit;ipn: ; to ; those; :shown: ;;;;;;;;;;; ;^; :;;;; ; 

::;;:::::::::::;:::'::::::;:! ;and: ;described; ;hereih; ;will ; become ; apparent ; ;tp: ;thps:e: \'.[^^ 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:; ;35 ;;; ; ;skilled; ;in; :the ; art ; and ; are ; intended ; tb: ;f all; :wi:thih; ; the; ;;;;;;:;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 



; scope ; of ; the ; appended ; ;claims 



PCT/GB95A)0576 



■.:[]::::]::.::]:::::::':]::[:::■.[ iExseri A^:Z:; >: : -Block; :R; L;:, : : Sakai' : T , : : : :inhibiti:oh : :Of ^ 
^ ^ hiiiaan; :skin : coliagenase: :by: :huaarv :seruia, : : J ; Labv ; ;ciin. ; [[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[WWW] 

:5! ; I ;;;;;; I I ^Vater J G.Av >; ; Maxharctiy \ IGvLi;/ ; iHarriiS: :E:w DiiTr>: : 1 1 Native; ::::::::::::::::::::::::: 
; : : i : : ; I ; : ; : : ; X J ; : : : : : : : crossrlihks: ;ih; : collagen : :f ibrils: : induce: : resistance: :to: :::::::::::::::::::::::::::::: 
:::::::::;:::::::;::::::::: human: syridvia;!: :Coila;gen : : 'Biochein.: : J.: : 197-9:; : :1B1:: : €39>i-: \\\\]]\\':]]':\':\[]':':[\[] 

\\\[':\\': :[[]■,':[][[':[[':':][':': iStrickltn ;G .PV >; ; Welgus ; H vGv >; ; Bauer; |E>Ai!i : [ \ -Huinan; -skin; ! ::::;::::::::::;:::: 
::;::::::::::;:::: :1:0: : : ; : collagehas^e; :in: : recessive : dystrophic: lepiderablysis: ::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
::::::::::::::::::::::::::; bullosa:: : : : Purification: of :a ; mutant : enzyme; : from; ;f fibroblast :::::::::::::::::::::: 

:::::::::::::::;:: ^ ^ cultures j.: ; ; ; J:; ; Clin;.; ; ; ; Invest. ; ; 1983 ;; \ 69: ; ;i373-i3a3;. ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;Murphy; ;g. ;,; ; wcGuire ; m>;b^ ;,; ; iiusseii ; Ri.;G;^G w;> ; ;ReyhQids ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; »j>;j;v >; ; ; ; jcharacterizatibn ; of ; ;cbiiiagenase;/ ; ;other: :inetaiio- ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;; is; ; ; ; ; proteinasies; ;cmd; ;an: ;inhibitor; ; (iwipj ;, ; ;produced; ; by ; himan; ;;:;;;;;;:;;;:::; ^ 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ^Y^py^!^]"^; ; ;^^?^ii2i5^; ;ii^; ;Guiture .; ; ; ;ciinieai; ; science; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;:;;;;; ^ ^ 1981 1 ; ;6i ; ; : ; ; Tii-Tie >;;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 

;;;;;;:;;;;;;;;;■;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;weigus; ;h^g:.;^; ;Kobayashi ; dw;kv >; ; Jeffrey; ; j ; jv y. ; ; ;The; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; CQllageh; ;substrate; ;specif icity ; of ; rat : uterus : coliagenase-.: ;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 

;;:;;;;;;;;■:;;;;; ?9 ;;•;?•;; ^i^i;-; ; ;c?^®^- ; ; 19^3 f; ; 253; ; t \ 14162-14165;.; ;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 

;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;welgus; ;h. g.;,; ;st;ric ; g.p;^ >; ; ; ;Humah ; skin; ;£ ibroblast; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; coliagenase; ;inhi:bitp;r;:; ; ;cbinp;ara;tive; ; studies; in. ;humari ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; connective; ; tissues >; ; serum; ;and; ;aiahibtic; ; fluid; ;:;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;:;;:: 
•;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;j;; ; bioi;.; ; ;chem; ; ; ; ;i983;; ; isi ■ : :: : i2:259-^i22:6i4 '^■'^'■^■■^^^^^^^^^^^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;25; ; ;;;;;;;;;;; ;fi^2^"^shavit ; ;z;. ,; ; Teitfeibaum ; s ^li^ >; ; ;strickiin; ;g;^Pv# ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; Eisen ; a;.;z;. ;^ ; ;i^n ; a.;j;. >; ; ;Weigus ; ;h;vG ; ;/ ; ; ; ;DiiEf erentiation; ;df ; ;;;;;;;;;;;;;;;■••;;;;;;; 
;;;;;;,;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; human ; leukjemia; ;ceii ; line; ; and; ;expressioh ; :of ; :coilagenase ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; inhibitor; ; ; ; ;prbc; ; ;Nat'.; ; Acad; ; :sci ;; ; usa; : 1935 : 32 : : : 5330^ ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 5334 r ;;;;;;;;;;;;;; ^ ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;3p; ;;;;;;;;;;;; :Wpol;ey; ;p;.E.;, ; ;Rp^ 

;;;■;;;:;:;■;;;;;;;;;;;;; ; ;mpiecuiar ; weig^ ; serum; ;prbt;eiri ; which; "specif icaiiy; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; inhibits ; human; ;cbiiageriases;; ; ; ; 'Nature : 11976:; : :2:6i : :: : : 32:5^-1327;.: ;;;;;:;;:;;;;;;;; ^ ^ 
::;::::::::::::::: ^ ^ :cooper : ;T. w.:^ : ;Eisen ; Avz;. >; ; ;stricki;ih; ;g;. p,;^ ; ;weigus; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;; ; ;Hr<5;r #; ; piatieiet; ;deriyed; ;Gpii;ageha ; inhibitor:: ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;■;;;;;;;;;;; ;35; ;;; ; characterisation ; and; ; isubceiiuiar; ;ibca;iisatioh;.- ;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;; 



; proc ; Nati;.; ; ;Acad ^ ; ; sci .; ; ;usa i ; ; 198 5 y ; "s 2: :; ; 2 ijirrzi b 3 ; 



Wp;9S/24?21 



PCT/GB95/00576 



:Grbbelhy: ; D ; :P6hcz; \L^]r Galardy ; JivE • > ; ; Inhibition of : 
: human : skin: fibroblast ; coilagenase, : : tiieraolysiri > : i ami; 



pseudbmbhas aeinaaihbsa ; elastase; by peptide hydroxainic 
: acids : : :BibcheiQ;; 19.92 r3i: : 7i;52-7:i54> ; [[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[[WW: 



: : : : Mullins ■ D.E ; ^etai , : : Biochemv : Bibphys : Acta; : (:1983 ): : :6$5 ; 



Schult z g;» S.j ] Strelow S . , ; Stern G v A . , Chegini : N , : 
; Grant ; Mv B ; ;> ; ;Galai^y ; RyE . ;,; ; crpbelny; ; p , ;, ; ;Rpusly; J.J-;,; 



Stonecipher; K. v : Fairmiey ; ; arid ; KhaW; P - Tv-: ; : Treatmerit; of; ; ; 
■IQ; : ; ; Alkall-Injuretd; Rabijit; Corneas ; with ; a : Synthetic; inhibitor : 



of Matrix ; Metallbprbteiri ; ; ; Invesftigative :::::::: 

bphthalmbloigy ; arid Visual; ; Science; Vol [ 33 y ; No. ; 12 : ;3325-^ 



3331:, 



:WO0St : P.:C. ,: : Jumblatt:/ : M:.M;;/ ; Eif ermari : R^.:h* y. : arid : 



; IS ; ; ; ; Schuitz; ; G .;s;. y; ; ; ; Grovrt:h; ; Factors ; ;in; :Corneal ; Endotheiiai: ::;:;;;:; 
;;;;;; Cells; ; ;; ; I >; ; Stimulatibri; ;of ; ;Bbyirie; ; corneal ; Endothelial; ;Celi : 



;bNA ; Synthesis ; fay; ;Def ined ; Growth ; Factbrs;^ 

Cornea;: ; 1992; 11(1) 1-10.: ;::•;::::::::;:;::;:: 



::::::;;;;;;:;;;:; Khaw; ;Pr ^ .; r ; ward ; s.: ,; ; Porter ; A.: , : : Grxerson : iv /;;;;;;;;;;;;;; 
; 2 a ; ; ; ; iHitchings ; ;R r A .; , ; ; Rice ; n;.; s; . ^ The; ; Long ; Term \ E f f ects ; ;o:f ; ; 5: , 



Flubrburacil and; ;SbdiuTa; ;Butyrat;e; ; oh Human Tertons Capsule: 
;Fibrobiasts; ; ; ; ;iriyestigative ; Ophthalmology ; ;arid ; Visual ; ; ; ; ; ; ; 



;science : 1992:; : :3:3;:: : :204:3-20:52 •;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::::::::: Nagase : HV ,;; Barrett: :A: J ;;^ 



25 



Nbiriericlat^ ; and ;Glipssary ; of ; Matrix ; Metalloproteinases , 

;matrix; ; (;suppi); ; ;i992;; ; ;i;: 42;i-4;24>; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;; Gabbiani; ;g ; ;/ ; ;Hirschei; ; b ; j;.; >; ; iEiyah; ;g ^ b ^ > ; ; and; ;e;t; ;ai;. ; 



'Granulation : tissue : as : a: contractile : organs : : A study : of 
structure: : and function: : : : j;: : ;Expi.; ; Med. ; ; 1972; ;; ; 13:5:: 7:19-734 ; 



3d; 



;;;;;;;;; Ehriich ; h >;?;. ; ;ahd ; Ra j;aratriam ; j;.;b. m .; ; ; ; cell ; liocoinqtion ; 
; forces; ;Yersu;s; cell ; :cbritractibn; ; forces; ; for; ;cbii;ageri; ;;;;;;;;;; 



: lattice: contraction: : an; in vitro : model: ;o:f; :vraund: :healing^ 

;Tiss .; ; ceii; ;i99p ;; ; 22;: ; ;4;o7-4;i7 .;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;; ;schbr; ;$ ^ l>; > ; ; Alien ; t>;d^ ; ;arid ; ;Harrisbri ; c . j;.; 



Cell: 



:35 : : : : inilgratibn ; through; ;three-diinerisibrial ; ;gels; • of : riatiye; 



'collagen ; fibres :; : cbllageribiytic: ;activity 



is : ribt ; required ; 



wo 9504921: 



;PCr/GB9S/0(>576 



^ • • - ^ ^ - ^ ^ - ■ ; ; ^ : : i i : i : ! i ! -f 0? i ttie; ^migratiq^: :o :periaanent: ; cell : lines:.; : : : J ; Ceil: 

^ ^ : sci> ; ;i:980 ; ; ; 46;: ; ;i?iri;85 .; i;;; i;;: i;;:: i:;; i i;;; ^ 

i : iNaJcagawa : S : : jPawel'ek: :P\ : ;and: :Gririnel:l: ; F^: : : :L6hg : term; ::::::;::::::•;::::;:;;:; 
;::::::::::::::;::::::::::: cultuire: :bf : : fibroblasts : in :cbritriact:ed : :cbiiagen: ;geis :: ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
^'■^'■'■■'\\[\\\\^^^^^^ ief feet's; ;on; ;ce;ll ; ;growth; ;and ; biqsynthetic; ;a;ctiyity;» ;;;;;;;;;;:;;:;;;:;;;;;:;;;;;;;;:;;; 

^ ;;;::;;;;;;;;; ;;;^^ 

[['':[][■''::':■.]]]:]::'::::'::::::::::': :Maurich: :C; y : Adeliniarin-Grill : Bv >: : Hatainoichi : A>: > : : ahdl ]\]][\\][[\\\::[\\:\\\]:'::\\\: 
:::::::::;::::::::::::::::: Krieg : Tv : : : Coilagenas'e: :gehe : expression : :in : :f ibrobl'aists; : IS; ;;;::;;;::;;;;:;;;;;;;;: ; 
::;;::::;:::::;::: ^ ^ regulated ; by; ;a; ;tJiree-^dtmen&^ ;contact ; -with; ;co;^ ::::;;;;;:;;;;:;;;;;;;;; 

;::;:;;;;:;;;;;;;; ;io; : febs>; ; :Letts>; ; ;i9a?;; ; zaoiz) y ; ;3oi-;305:. ; i : 

iLambert : CvA : : ^Pretrahalatibhal: : regulation; ot\ ^ 

':;::::;::::::::::::::::::: extra eel iui air : matrix : macrbmoiecruies: : and: :coiiageriase ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
::::::::::;:::::;;;:;;;;;:; ;expres^sion ; in ; fibroblasts; ;by; ;mechan;ica;l; ; forces;.; ; ; ; Lab;. ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

; ; ; ; h : i ; ; ; : : ; ; : : : : : ; : : : ; ; : Invest. ; ; 1992 ;; ; 60 (:4); :; ; 444:-45:i;, \ [[:':\\][[[\\\[[':\[\\':\][\\':\':':\\][':':[\\\':[]]\\\]]\\\]\[]\ 

:::::::\\:i5:\:::\\\::'\':^ :Tarriuzzer; :Ri Wv ; ;ahd : SchultZ: : G;:Sv : : : Quantitativie; ; ;:::;:::::;::::::::::::;::;;: ^ ^ 
::::::::::::::::::::::::::: 'competitive: :RT-PCR: :technique : for: :growth: : factors ; ;and ; their; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;:;;;;;;;;;;:;;;;;;; ;receptors :; ; applications ; ;in; ;the ; ;study; ;aif ; ; corneal ; -wound; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; healing. ; ; ; ;inye;st .; ; ophthaimoi;. ; ;yis ^ ; sci, ; ; i?94 ;; ; 35 tiaia;.; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

[[::'::: :\[':\'\:\:\[:'::[[':':]::\':['::':': ^Heiissehl |C> iand! iDbvdle; :Ei Bi.! [ ; lElectrpphqretic ; analysis; ; 

26: :::: of : pialsmihogen : activcltbrs: : in : pblyacry iamide: igels :::::::::;::::::::::::::::::::::::;:: 
::::::::::::::::::::::::: containing : sodium : dodecyl: sulfate: and: copolymerized ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;substrates. ; ; ; ;Analyt;.; ; Biochem. ; ;i9;80 ;; ; 102;: ; ;i;96"^202: .; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;!;;;;:; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;ch;pTp:iczytiski ; ;?;. ; ;and; ;sacchi; ;n> ; ; ; ;sing;ie-;step; ;'method; ;pf; \ ':[\:'::::]\\\:':':'\:'.\::\ 

::::::::::::::::::::::::::: 'RNA : isiblatibri : by: iacid : guahidihium: ithibcyarvate-phenpi;— 

:::::::;:::::::::; :2: 5: ::: : Chlorof orm : extxactibn; : : : :Anaiyt .: : Biochem. ; ;i9iB7:;; ; 16;2;:; ; ;15iSr. ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

I I I ;;; I ; I ;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;■; ;Huht ; ;r^ ; ic. ;^ ; ;fpx; ;a;^ >; ; ;piakainis; ;y , a;,; >; ; sigei ; M;.;M-r >; 

:;:::::::::::;::::::::::::: :kosnbsky: :W;> : iChbiadhury; ;P;;; : land: :Blacfc : E;:P:.: : : : Cytokines; 

:::::::;:;:::::::::;::::::: :cause: :cuitured : iretihal : pigment: :epitheiiai: bells: :to: :::;::::::::::::::::;:::::::::::: 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 30 ;;; ; ;secrete ; metal loproteinases; ;arui; ;to; ;contract ; collagen; ;gels . ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:: 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;ihye:st ,; ; bpthaimpi .; ;yis;, ; ;s;Gi,; ; ;i9?;3;; ; ;3;4;:; ; ;3i7?;-3i;86 .; 

::':::\'\:':\\::['::::'\:\::]\\ :::]]:::: iMartin ; : arid ; LeVfis! >Jy ; [ \ Actih: IcableS: Jarid; iepiderTnal ; ; 
:::::::;::::::::::::::::::: :mbveinerit: : in : embryonic : wound: :heaiirig ;: : : :Nature: : 1992 ;: : i36:6:r ::::::::::::::::::::::::: 



179^182 



wo 95/24921 



PCT/GB95/00576 



:-^:44:;-: 



Claims:: 



The use : of : a: matrix imetal ibprbteiriaise : 



iihhibitbr : ih: ttxe [ manufacture of ; a \ medicsme^ ; for; ;the; 
•treatment : or: prophylaxis : of : a: natural : or ; artificial; ; \ 



: 5 : : : : :tissue : comprising : extraceiiuiar : matrix : components : to: 
inhiijit contraction of the tissue. 



\':\::[:::2'i':':]':':\':':[': The^ use | Of a; i collagenase ; Inhibitor in the 
manufacture : of : : a ; medicament ; for [ the ; treatoent | ; pr ; ; | ; ; ; ; 



10 



prbphyiaxis: of tissue : comprising collagen : to : inhibit; ; ; ; 
contraction of the tissue; resulting from contraction: of 



;the ; ;cpiiageh V ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;; 3 v ;;;;;;; ; ;Thie; ;uise ; of ; ;a; ;iaatrix ;metai;ipprpte;inase; 



inhibitor ;to: inhibit ; the ; invasion: hy ceiisy ; especially : 
fibroblasts , ; ;intoi ; tissue ; comiprising ; an : extraceiiuiar; : ; ; : 



15 



;matrix; ;ahd/pr ; the migration by cells^ especially 
f ibr6bla;sts;> ; in ; or ; through; ; tissue; ;cpmi>rising ; an; ; 



; extracellular; tnatrix ; by; ;cells;^ 

;;;;;;;;; 4 •: ::;;::::: A ; pharmaceutical; : preparation , : : other : than: ;a 



preparation suitable for use in the eye , :suitabl e; : for : : 
;appliGatipn ; to a ;wpund;^ ; ;burn or; skin; ;graf t comprising a ; 



20 



;matrix; ;metaiipp;rdteihas ; ;ihhibitpr *; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;; ;5 .; ;;;;;;;;;; a ; pha;rmaiceuticai; ; prepa;riatidh ; as ; claimed ; in ; 



; claim : 4 : in : the form : of : : a : solution, : suspension , cream , ::::::: 

ointment ; or ; gel; ; in ; which ; the ; concientration ; of the ; matrix ; 



25: 



;metai;ipprpteih^ ; ; inhibit or; is; ; in ;the; ;range; of; ; p . Aiig/nl 

; to; ; 4 ao/xg/mi w ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;::;:;:::::::::;:;;;;;;;;;;::;;;;:; : 



;;;;;;;;; ;6;.* ;;;;;;;;; ; a; method ; ;f or ; the ; inhibition;/ ; ;f or ; cosmetic: 

reasons ; of contraction of ; tissue; comprising ;;;;;;;;;;;;; 



;3o; 



; extra;G;el;lui;a;r; miatrix; cbinpoherits ,; which ; miethpd ; comprises 
;a(toihisterihg; ;a ;iDttatrix ; metallpproteinase ;tp; 

; tissue:, ::;;•;'-::::;•:■:---■*;-;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;?;. ;;::::;: A ; method ; :f or ; ;the ; inhibition: :of : : contraction 



: in vivo - of; ;a; ; natural 
; extracellular; ;matri;x 



or artificial: tissue 



;cpmpp;h;erit;s>; ; ;whi;eh; ;e;pmp;rises 



35; : : ; : administering; ;a ; therapeutically; ;ef f ective 



matrix :metai;ioproteinase; :inh^ 



to: the 



the 



comprising 



;ambunt; ;b;f 

tissue.::: 



Wp 95/24921 



PCT/GB9S/00576 



B method : :f or : ithie : inhibition: : of: : contraction: :::::::•::;::::::::;:::: 

in vitro i <?f ; a; ;natural ; ;or; laiHbif icial ; tissue : comprising :::::::::;:::::::;:::::::::; 

:;::::::;:::::;::;;:;::::::; ejctracellular ;matrix; JcpinpOTent^ >; ; which ; comprises; ][]]':[[':[]][[[]]]][':':':[[[[':':][[::':':': 
::::::::::::::::;::::::::: : :adiniriisterxhg: :a : matrix : metal lopiroteinase: ; inhibitor ] to \ the 1 1 : 

::::::::;:;:::::::::: 5 ::: : : t issuev :::::::::::::::::::::;:::;::::::::::: ^ ::::::::;::::: ^ 

::'[[[. [[]\]:\\[\\[-.[\\[[\\\[:::\[-.[ [[[[][[[ ; | A ; metJiod ; ;f pr ; the : inh;ibit:ion; ;of; ; contraction; [[[[[[[[[[[WW^W]]]':] 
:[::': '■. ['::: ':[::]:':[::::::': ::Qf-.: tissue ; comprising: icpllagen [ resulting [ trpm ; contraction: 

:::;::;::::::;;:::;::::::;:: of: : the: icolifiigisrij : : Which : cbmprisies : administering : a! ; ; ; J i ; ; ! : ! i I i I i i ! ; i i J ! ! ; ! 1 1 1 ; : : i : : : : 
:::::::::::::::::: ^ ^ therapeuticfally : effective: amount : :of : :a: :COlic^geneise: \]\\\\]]\]\\[\\\\\\]^^^ 

[[[[[[[[[[[[[[[[[[[^o]]':':] inhibitor ;t^ ■ the; ; ti;ssue. 

::::;:::::::::::::::::::::::::: ^ The ; iiwentipn [ as ; claimed; ; in ; iany; ; one; ;pf ; :;;;;;::;;;;;;;:;;;;;;:;:;::::; 

:::;;::::;:;::;::::;:::::;:: claims; : i ; tb: :9: : ih; ; which : the : inhibitor ; is ; a; brpad \ spectrum; : ;;;;;;;;;;;;;;;;;::: : 
:::::::::::::::::::::::::::: matrix: :metaiioprbtei naise: : inhibitor.' :::::::;::;:::::::::::::::::; x 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;i:i;.; ;;;;;;;; The; ; invention ; as ; ;cia;imeid; ; in; ; any; ; one; ; of ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;i5; ;;; ; claims; ; i ; ;tb; ;?; ; in ; which ; ;the ; inhibitor ; ;is ; ;Gapabie ; pf ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; inhibiting; :bne; ;br; ;m6re ; ;6;f ; ;matrix; ;meta;ii6prpteinas ; i>: ;:?;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;; ; 

:::::::::::::::::::::::::::: iahd: : S ;:::::::::::::::::::::::::::: ^ 

:::::::;:::::::::::::::::;:::;;::::: :12:.: :::::::: The : invention : as ; :claimed; ; in ; claim; ;1.0; ;in; ;;;;;;;;;•;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
;:;:;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;; which ; the ; ;inh;ibi;tpr ; ;is ; ;N;- t2;(Rj;-2- (hydrpxamid;©^ ::;::;;::;::::;:::::::;::::::::;:::::::: 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;2;o; ; ; ; ; carbpnyimethy;!);-^^ \\\\\'^^^^^^^^ 

:::::::::::;:::::::::::;:::: methy lamide •: :::::::::::::::::::::::::::::::: ^ 

::::::::::;:::::::;:::::::::;: ^ :i3:.- :::::::: The : invention : as: :ci aimed : in ; any ; one; ; pf ^ ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; cl;a;ims; ; i; ;to; ;i;i; ;in; ;which ; the ; inh;ibitor ; is; ; a; ;pepti;de; ;:;;;;;;;;;;;;;;;;;::;:;;;;;;;;; 

:::::::::::::;:::::;:::::::: hyd;rpxamiG; ; acid; ;Gr; ;a; ; pharmaceutica ; acceptable ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;:;:::;;:;;;;;;;;; 25 \\\\ deriYatiYe ; there6;f >; \ \\ v^^^^^^^^^ 

::::::::::::::::::::::::::::: ^ i4:i; :::::::: The : "iriveht ion : :as : ^claimed : ih ; "any : one : of :::::::::::::::::::::•■■':: ^ 
::::::;::::::::::::::::::::: claims; : 1 : :to: : 11: : in : which ; :the ; :inh;ibitor ; ;is ; ;an ; ;agent; ; which :;:;:;:;;::;;;;;:;:;::;: 
;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;inhibits; ;the ; ;prpduction ; ;pf ; ;matrix; ;meta;l Ipprptei r :::::::::::::::::::::::::: : 

::;:::::::::::::::::::::;::::::: X 15;^ ::;::::: :The ; ;ihyeht iph; ;a;s; ;ciaiined ; in : -any ; ;phe ;©£;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::;:::::;:::::::::: :3:G: : : : claims ; :i : :to; : il: : in : which: ;the : :irihibitbr : is : :a: :mQnbcibrial: :br; ;:::;::::;::::::;;::: ; 

;;;;;;;:;;;;;;:;:::::::;:::: a; :poiYc;ionai ; ;antibpcay . ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
::::::::::::::::::::::::::::::: ^ :T)>!^ ; ;inye;nt ion; ;as; ;ciaimed ; ;in; ;any ; ;pne ; ;pf ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

;::: ■:::::::;:::::::::::::: : claims ; ;i; ;tp; ; IS ; in ; which; ;mpre ; thah; ;pne; ;ihhibitbr; ;i;s; ;used>; ; ;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;; 

::::::::::::::::::::::::::: :ohe : irihibitbr : being: a : matrix : metailoproteihase: : inhibitor: :::::::::;:::::::;:::: 
:::::::::::::::::::; ij 5: ::: ^ and : at : least: :one : :othe:r; : inhibitor : having ; inhibitory; :;;;:;:;::;;:;;::;;;;:;:;::;:;;; 
:;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;; properties ; for ; an ; enzyme ; pther; ;thani ; a; ;matrix; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 



V/0 9SJU921 



TCTiGS95mSl€ 



-46 



^ 'The: iitiventioh: :ais: :Cl aimed : in :ahy ': brie : of ; I ; ; ; i ; i ! 1 1 ; I ; ; ; ! ; ; i ; ; ; ; ! ; ; x I ; ; 

:clailiis; ;i ; to ; 16 ; in; WhlCh; more :than; ;one : ll^ibitor : lis: lisedv ^ ^ 

'::::]::::\'.:\\\::'\::'::::::: dxie ihhiii>itor\ ;t>eing; [a ] cpiiagenase; ;in^ ;and; ;at; least; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

:::::::::::::::::::: :5 ::: : :one: 'Other: : inhititor: ihaving; ;ihhibitory; properties ; fpr ;a ; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;■;;;;;;; 

"matrix: :metaiibprbteiriase : erizyitie : other: 'than- : cbllageriaisei; ; ;;;:;;::;:;;;;;:;;;:;;;; 

:::::::::::::::::::::::::::::: ^ : The: 'invention: :as: :ciiainted: :ih: :ahy : brie: : of :::::::::::::::::::::::::::: ^ 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ;ciaims; ;i ; to ; ;i7 ; ;in; ;which; ;the ; ;inhibitor ; ;is; ;used ; in ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
;;:;;;;;;;;;;;;;::;;::;;::; ;combiiriatibri ; with; ;a ; cytokine ; ;irihibitbr •; ;;:;:;;;;;;:;;::;;:::;::;;;:;;:;::;:;;::;;;;;;;::;;::; 

:::::::::::::;:::;: lb :::::::: ^ The: : invention: :as: :Claimed: :iri; :ariy : :Ohe \of ]][][[[[][]':[':':':]':][':':]':':]':':[[][ 

::::::::::::::::::::::::::: :claims: : 1 : tO : 18 : in* iwhich: :the : inhibitor: :iis: :U;sed : in :::::::::: i : ^ :::;:: ^ ::::::: ^ 

coinbination with a further pharTnaceiitically :active: ;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ingredieht; ;chbseri; ;f rpm ; th;e; ;grb^P; : PP : antibiotics:,; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;:::;: -antifungals >: ; steroids ^; ; enzyitie; ; inhibitprs>; ; growth ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

::::::::::::::::::: 15 ::: : :prbmoters: : arid: :healing : promoters ;: : ::::::::::::::::::;::: ^ ^ 

:::::::;::::::::::::::::::::::: ^ The : invention: :as: ;ciaimed: in: ;any ; :one ; ;of ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

::;;:;:;;;;;;;;;;;; ^ ^ ; claims; ;i;; ; 2 ; ;and ; 6; ;to; ;i9; ;in; ;wh;ich ; the; ; contraction ; ;resuits; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 
;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; from ; ;a; ;pathpipgicai; ; conditiph; : or ; tram ;surgicai; ; or ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

::;::::::::;::::::::::::::: :COSmetic : treiatmerit ,; ;:;;::::::::::::::::::::::::::::: ^ 

:::::::::::::;::::: 20 :::::::::: ^ The : invention: : as: : claimed: : in: :ar^; [^^^[^^ ]\:\':\':[^^^^ 

:::::::::::::::::::::::::::: claim^s; ; 1 ; tc> ; ;3; : and; ; 6 ; toi ; 19 ; ;in ; which; ; the ; ;t;issue ; ;is ; ;an; ;;;;;; I ;;;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;; ; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; artificial; ;s)cin.; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;;;;;;;::;:::::;;;;:;::::•:: I :::::■: ^ 

;;:;;;;;;;;;;;::;;:::::::::::::::::: -22 >;;;;;:;; : The ; iriventibri ; as ; Claiideid; ; in; ; any; ;prie; ;pf : ::::::::::::;:::::■::::::::::: ^ 
:::::::::::::::::::::::::::: claims: : 1 : to : :3: : arid: : 6 : tb : 2 Q : in : which: : the : ;tissue : ;is ; ; found; ;;;;;;;;:;;;:;;;;;;;;;;;;: 

::::::::::::::::::: :2i5 ;;;;; in; ; the ; eye;. ;.;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;:;;;;;:;;:■;;;;;;;;;:;:::::::;:;; 

;;;;;;;;;;;;;;:;:::::::::::::::::::: :23 :.::;:::;; ; The ; invention ; as ; claimed ; in; ; any; ;one; ;o;f ; ;;;;:;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; 

;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; claims; ; i >; ; 2 ; ;and ; ;4; ; tp; ; 20; ; in ; which ; the ; use ; is ; a; ;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;;; ; 
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